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Zaklady genomiky V.
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Genomika V.

= Proc jsou proteinové interakce dulezité

=  Funkéni vyznam specifickych interakci proteinu

= Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

koimunoprecipitace

tandemova afinitni purifikace (TAP-tag)

kvasinkovy dvouhybridni test (Y2H)

bimolekularni fluorescenéni komplementace (BiFC)

analyza zprostfedkované membranové vazby (MeRA)
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Genomika V.

Proc€ jsou proteinové interakce dulezité

=  Funkéni vyznam specifickych interakci proteinu
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Genomika V.

= Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

koimunoprecipitace

tandemova afinitni purifikace (TAP-tag)

kvasinkovy dvouhybridni test (Y2H)

bimolekularni fluorescenéni komplementace (BiFC)

analyza zprostfedkované membranové vazby (MeRA)
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Genomika V.

Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

»  koimunoprecipitace

-CK +CK
CKI1-myc CKI1-myc
zaloZena na izolaci proteinovych komplextl pomoci - - - CKI1-HA
protilatek rozpoznavajicich jeden z interagujicich + + CKI1H050_HA
proteinu

- - AHK3-HA
AHK4-HA

princip koimunoprecipitace vyuziva metoda pro _
potvrzeni interakci u proteind, kde jiZz tuto interakci Anti-HA
predpokladame pomoci tzv. pull-down assay

Anti-myc

Anti-HA

CKI1 | AHK3
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Genomika V.

Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

» tandemova afinitni purifikace (TAP-tag)

izolace proteinovych komplexu pomoci
rekombinantnich proteintd, fuzovanych s dvéma
riznymi vazebnymi doménami

. calmodulin-binding protein (CBP)
. IgG vazajici domény proteinu A (ProtA)

o misto rozpoznavané specifickou proteazou
z TEV viru (tobacco etch virus)

proteiny izolovanych komplexU jsou po rozdéleni na
1D ELFO identifikovany pomoci MS

vyhodou je pouziti dvou nezavislych proteinovych
domén pro afinitini purifikaci a tedy velka specificita
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Genomika V.

Metody analyzy proteinovych interakci in vivo
» dvouhybridni kvasinkovy test (Y2H)

OG> am

A. Regular transription of the reporter gene

izolace proteinovych komplexu pomoci
rekombinantnich proteint, kazdy z nich fuzovany s
Casti transkripéniho faktoru Gal4

jeden z proteind (navnada, bait) fUzovany

s DNA vazebnou doménou Gal4 (Gal4-BD) @ 3

drUhy 7 proteinﬁ (ko‘ﬁst, prey) fl]Zovan)'/ s 8. Onefuson protein only (Gal4-30 + Hait] - no transcrigtion
aktivaéni doménou Gal4 (Gal4-AD)

o> %o

Interakce protein0 umozni rekonstituci vazebné
domény s aktivacni doménou a spusténi
reportérového genu

. vizualni detekce (modré zbarveni, LacZ)
. auxotrofni selekce (rast na médiu bez
histidinu, His)

umoznuje vyhledavani interakénich partnerd v
expresnich knihovnach jednotlivych organismu
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Genomika V.

Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

bimolekularni fluorescenéni komplementace

Proteinova interakce je detekovana na zakladé
reasociace fluoreskujiciho proteinu

kazdy z potencialnich interakénich partner
je fuzovan s jednou =z podjednotek
fluoreskujiciho proteinu, napf. YFP

pfi interakci dojde ke znovuobnoveni
fluorescence

Kromé identifikace vlastni interakce umoznuje i

CKI1:YFP-CHA
lokalizovat interakci v burice

ABojor®

bright field

jl .
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Genomika V.

Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

» analyza zprostfedkované membranové vazby (MeRA)

Umozniuje identifikaci interakci cytoplazmatickych
proteinl s membranovymi proteiny

ERE1:RFP ER:RFP ERE1:RFP ERS1:RFP
# * 3

membrénovy proteln Je fuzovén S ATM-ETRZ.GFP ATM-ETRZ:GFF 4TMIGAF-ERS1:GFF
fluoreskujicim proteinem

hypothesis

potencialni ineterakcni partner je fuzovan
s jimym fluoreskujicim proteinem, liSicim
se svym emisnim spektrem

v pfipadé interakce dojde ke zméné

lokalizace cytoplazmatického proteinu na
membranu (kolokalizaci s membranovym
proteinem)

Excitation Emission

bright field
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Genomika V.-shrnuti

= Proc jsou proteinové interakce dulezité

=  Funkéni vyznam specifickych interakci proteinu

= Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

koimunoprecipitace

tandemova afinitni purifikace (TAP-tag)

kvasinkovy dvouhybridni test (Y2H)

bimolekularni fluorescenéni komplementace (BiFC)

analyza zprostfedkované membranové vazby (MeRA)
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Genomika V.
Diskuse
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