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I 10. Metody pro studium:

a) protein-proteinovych,
b) protein-ligandovych a
c) protein-DNA interakci

https://www.mdpi
.com/1422-
0067/20/24/6241/
htm
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Metody pro studium protein-proteinovych a dalsich interakci

= metody pro detekci interakci

- charakterizace interakci protein-protein (napf. Kd, kvantifikace, stechiometrie, struktura...)

— imunoprecipitace, ko-imunoprecipitace, pull-down,

— flurescencni anisotropie-polarizace,
— SPR, ITC ..

— afinitni purifikace, ko-purifikace, gelova filtrace, ultracentrifugace

— TAP-tag (a jiné tagy) purifikace a MS analyza
— kvasinkovy dvou-hybridni systém

— FRET, ko-lokalizace, ko-exprese

— ko-krystalizace, cryoEM ...

— databdze (interactom a komplexy ...)

— genetické metody (syntetickd letalita, suprese)

10. Interakce protein-protein IP

D reconstruction of p53-DNA complex.
(A) Side and top views of the p53-DNA
complex. The length of the stem is
limited by the size of the image frames.
(B) Superimposition of the DNA-free p53
map on the p53-DNA complex map. The
two maps were compared in order to
determine locations of core domains and
dimers within the complex. N/C € areas
of N and C termini interaction. (C) Stereo
view of the crystal structure of two core
domains bound to DNA (PDB entry: 2ata)
fitted into the high density areas of the
map (threshold used: 2s (light grey). (D)
Fitting of the core domains and DNA in
the EM map. Core domains are displayed
in blue and red, DNA in orange. Docking
was performed with both Chimera and
Veda/UROX. The best fits from each
software produced similar results.
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Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zaloZeny na interakci antigen-protilatka.
Pomoci téchto metod stanovujeme pritomnost patogent nebo
prokazujeme, zda vzorek obsahuje specifické protildtky vi¢i danému
antigenu ¢i nikoliv. Antigen je makromolekuldrni latka prirozeného nebo
umélého plivodu, kterou organismus rozpozndva jako cizi. Protilatka je
tedy molekula, které je schopna navdzat se na antigen a tim spustit
obrannou reakci organismu. Rozlisujeme polyklondlni protilatky
(namifeny proti vice epitoplim urcitého antigenu), monoklondlni
protilatky (namireny proti jednomu epitopu antigenu) a rekombinantni
protilatky (kombinace obou predchozich).

Vybrané metody: - Imunoprecipitace, Pull-down assay, WB-

imunodetekce, ELISA, SPR, ITC, FP,
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https://www.wikiskripta.eu/w/Protil%C3%A1tky
https://www.wikiskripta.eu/w/Antigen

Imunoprecipitace

- metoda izolace specifickych proteini z

proteinovych smési (lyzatt, purifikovanych...)

prostrednictvim protilatek

- protilatky jsou v komplexu se svymi antigeny
oddéleny od ostatnich molekul pomoci
pr'o'reinﬁ A nebo G (zdroj bak‘rer'ie) které
vdzou lmunoglobulmy a souc¢asné jsou
imobilizovdny na pevném podkladu (KULICKY,

.beads")

- proteiny A a G se vazou na oblast Fc tézkych
retézcll

- oblast Fab je stdle k dispozici pro vazbu HOOC  COOH
antigenu
1.Fab region
2.Fc region 4

3.Heavy chain with one variable (V,) domain followed by a
constant domain (C,1), a hinge region, and two more constant
(C42 and C,3) domains.

4.Light chain with one variable (V|) and one constant (C,) domain
5.Antigen binding site (paratope)

6.Hinge regions

10. Interakce protein-protein IP




Imunoprecipitace

- protildtka je imobilizovana na pevném
podkladu (napr. paramagnetickych nebo
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https://www.youtube.com/watch?v=0QRgTpCEY2nU
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@ suitable antibody is added.
9 Antibody binds to protein of interest
0 Protein A or G added to make antibody-protein complexes insoluble,

0 Centrifugation of solution pellets antibody-protein complex
Removal of supematant and washing
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Ruzné systémy afinitnich znacek a jejich interakcnich
partneru vyuZivané pro purifikaci proteinu nebo
studium protein-protein interakci

| Tab.1.Razné systéemy afinitnich znacek a jejich interakénich partnera vyuzivané pro purifikaci proteint nebo studium protein- '
-proteinovych interakci (afinitni koprecipitaci).

TAG afinitni znacka sekvence afinitni znacky imobilizovany interakéni partner
Peptidové FLAG DYKDDDDK protilatka anti-FLAG
znacky HA YPYDVPDYA protildtka anti-HA

oligoHis (6-10mer) HHHHHH(HHHH) chelat niklu nebo kobaltu
Myc EQKLISEEDL protilatka anti-Myc
se? e sireptavidin
Avi GLNDIFEAQKIEWHE streptavidin
Strep WSHPQFEK streptavidin
V5 GKPIPNPLLGLDST protilatka anti-V5
Proteinové GST (glutathione S5-transferase) glutathion
znacky MEBEP (manose-binding protein) amyldza

e iy
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Koimunoprecipitace (Co- IP) a afinitni koprecipitace,
(pull- down analyzy)

Obr. 1. Princip koimunoprecipitace (A) a afinitni koprecipitace (B).

A. Protein X spolu s jeho interakénimi partnery (proteiny Ya a Yb) je navazan na specifickou protilatku (Ab). Vznikly imu-
nokomplex je ze smési vychytan pomoci agarézovych kulicek s imobilizovanym proteinem A, ktery rozeznava Fc frag-
ment protilatek. B. Komplex tfi proteint (X, Ya, Yb) je vychytan ze smési pomoci silné interakce proteinu GST (fuzovaného
s proteinem X) a glutationu (GSH) imobilizovaného na agarézovych kulickach.

Durech M., Tréka F., Vojtések B., Muller P., Metody pro studium protein-proteinovych
a protein-ligandovych interakci
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Izolace specifickych proteinu (tzv. pull-down assay)

Gluathione affinity Pull-down assay
resin

T GST-tag — :
E«\ , < . . L ; Prey protein .

t UL

%

- o) -
GST-tag fused bait protein immobi- After Cell lysate addition,the inter- Unbounded proteins are eluted, Elute protein-protein in-
lized to glutathione affinity resin acting proteins will be bounded and the interacting proteins teraction complex

https://www.youtube.com/watch?v=euHjpUs20YE Il
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Cile:
Kvalitativni parametry - proteiny, interakéni partnery,
porozumeéni interakcim
WB, IP
Kvantitativni definovani
- afinita (Kd...)
ELISA
SPR
FP, fluorescencni anizotropie
- afinita, kinetické a termodynamické parametry (DG,
DH, DS)- ITC
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Rezonance povrchového plazmonu (SPR)

polarizované odraZené
svétlo svitlo SPR Ghel

100 200 300

X Cas(s)

Obr. 2. Princip metody rezonance povrchového plazmonu (A) a graficky vistup SPR experimentu, sensorgram (B).
A. Jeden zinterakénich partneni je imobilizovan na povrchu €ipu a v roztoku proudicim kolem imobilizované malekuly je pfitomen drukby
interakéni partner. Zména indexu lomu na povrchu gipu zplsobens jejich vzdjemnou interakei je zaznamendna jako posun 5PR dhluw.

B. Viystup SPR experimentu zobrazuje vazbu interakénich partnerd na povrchu Eipu. V prvnim kroku (asociace) dochdzi k vazbé interake-
niho partnera piitomného v roztoku na partnera imobilizovaného na povrchu Eipu af do stavu saturace. Naslednd disociace je zplso-

bend pouZitim reakénihic pufru. Dachazi k ustileni dynamické rovnovahy interakce zivislé na afinité interakénich partnerd. UZitim rege-
neradniho pufru ve tietim kroku je Eip regenerovan a pfipraven k daldimu pougiti. Plevzato ze seminafe BlAcone®™ [10].

12 10. Interakce protein-protein IP

Vysoce citlivy a teplotné stabilizovany SPR
biosensorovy systém pro monitorovani
biomolekularnich interakci v realném case bez
nutnosti znaceni biomolekul. Pomoci SPR sytému
T200 lze ziskat informace o kinetice, affinité,
koncentraci, specifité, selektivité a termodynamice
biomolekularnich interakcich a tato metoda tak mize
byt pouZita v rlznych oblastech od zakladniho
vyzkumu po vyzkum bioterapeutik a IéCiv. V principu,
jeden z vazebnych partnert je imobilizovan na
povrchu biosenzoru a druhy je pfitomen volné v
nanasecim pufru.




Princip metody fluorescencni polarizace (A), méreni interakce proteinu s ligandem (B) a
inhibice interakce proteinu s ligandem (C) metodou FP.

A
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Obr. 3. Princip metody fluorescenéni polarizace (A), méfeni interakce proteinu s ligandem (B) a inhibice interakce proteinu s ligan-
dem (C) metodou FP.

A. Fluoroforem znaéeny ligand (L} je ozifen linedrmé polarizovanym svitlem. V disledku jeho vysoké rotace dochazi k emisi depolarizo-
vaného svétla a k naméfeni nizké hodnoty fluorescenéni polarizace. Interakce ligandu s vét3i molekulou (proteinem) zplsobi zpomaleni
jeho rotace a emisi polarizovaného svétla. Pfevzato z [13]. B. Titrace fluoroforem znaéeného ligandu o konstantni koncentraci vzristajici
koncentraci proteinu. C Mé&feni IC,, inhibitoru protein-ligandové interakce. Smés proteinu a fluoroforem znageného ligandu byla titro-
vana vzristajici koncentrad inhibitoru.
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Izotermalni titracni kalorimetrie (ITC)

|zotermalni titraCni kalorimetrie se pouziva pro
charakterizaci biomolekularnich interakci malych molekul,
proteind, protilatek, nukleovych kyselin, lipid( a ostatnich.
Béhem jednoho experimentu je mozné ziskat kompletni
termodynamicky profil (stechiometrie, Ka, AH and AS).

Durech M., Tréka F.,
Vojtések B., Miiller P,,

Metody pro studium protein-
proteinovych
a protein-ligandovych interakci
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0br. 4. Schematické znazoméni pfistraje MicroCal® (A).

Tepla uwolnéné pfi interakei dvou interakénich partnerd je zaznamendno jako funkce Easu (B) a po integraci jako z@vislost entalpie na
malarmim peméru interakénich partnerd (C). Z wyslednibo grafu je moiné pfimeo definovat hodnoty zmény entalpie, asodaéni konstantu
i stechiometrii interakce. Pfevzato z manualu GE Healthcare [23].
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