Mapovani cilovych epitopu
protilatek

B. Vojtesek

MOU
Brno



Ukazka mapovani epitopu protilatek
rozliSujicich “zebra fish” p53
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Uvod

ProC mapovat epitopy ?
Metody

Praktické pripominky
Anekdoty a myty
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Proc ?

* Umozni presneji definovat specificitu

* Predikuje krosreakci s jinym antigenem

* Umozni vyvoj imunodetekcnich metod

* Umozni definovat mista posttranslacnich modifikaci

* MuUze se vyuzit pro studium proteinové struktury a
funkce

* Model pro studium protein-proteinovych interakci
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Definice

* Linearni lokalni epitop
* Konformacne komplexni epitop
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Linearni epitop

f-sheet




Viastnosti

3-15 aminokyselin dlouhy
§ekvence je souvisla
Casto ma lokalni strukturu ( helix )

Protilatky proti linearnimu epitopu jsou vhodne pro
imunobloting a imunohistochemii (barveni fixovanych
tkani)

Epitop muze byt nekdy maskovan, je-li protein v nativni
nedenaturované forme

Epitopy jsou Casto v helixové oblasti proteinu

Vetsina anti-peptidovych protilatek ma tyto vlastnosti

Tyto epitopy jsou Casto maskovany posttransiacnimi
modifikacemi
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Metody mapovani cilovych epitopu

* “Pepscan”

* “Phage display”

* Exprese fragmentu cilového antigenu
» Céastedna proteolyza

* Hmotnostni spektrometrie
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“Pepscan”

* Prekryvajici se syntetické peptidove sekvence
pokryvajici proteinovou sekvenci

* 10, 15, 20 mery
* 1,5, 10 amino kyselinovy prekryv ($3)

* Snadny alaninovy “pepscan” na presné urceni
dulezitych aminokyselin v cilovém epitopu

* Velmi rychla a efektivni metoda
* Dnes dostupna ve formé peptidu na membranach
nebo ve formé biotinylovanych peptidovych knihoven
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Peptidova Elisa metoda pro studium vazby p53
specifickych protilatek k cilovym peptidum
kopirujicim sekvenci proteinu p53

A

Hrp konjugovana sekundarni
protilatka

A Anti-p53 protilatka

Biotinylovany Synteticky peptid

Streptavidin navazany na dno 96 jamkové desky



OD 450

Priklad

* Mapovani anti-p53 protilatky PAb 240

2 positivni peptidy ze 77 “15 mert” s 5 AA prekryvem pro cely p53

Peptide 42 LDDRNTFRHSSVVVPY
Peptide 43 TFRHSSVVVPYEPPEV
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Vyhody

* Rychlost

* Knihovna je temér na cely zivot (?-pokud student
neudela chybu )

* Da se velmi ucinné vyuzit i pro hledani novych
interagujicih proteinu nebo charakterizaci mist
interakce u dvou znamych proteinu

* Da se dobre vyuzit v kinazovych testech popripade
pfi sledovani modifikaci proteinu

Nevyhody
* Musite nutne znat presnou sekvenci ciloveho proteinu

© 35S 777
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“Phage display*

* Nahodna peptidova knihovna

* 6,7,12,15 mery, lze pripravit vlastnimi silami nebo se da
kouplt (poku3|m se premluvit kolegu Mullera aby Vam
priblizil jeji konstrukci)

* Nutné provést mnoho kol selekce

* Nutné sekvenovani vybranych fagu

* Dostanete bohaté informace

* Dneska se daji knihovny koupit komercne
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Princip

+  Knihovny peptidu po
produkci si zachovaji
kodujici sekvence

- Je nutné provest selekci
na vasem cilovéem
proteinu




,2Phage display*

- Exprese peptidd na povrchu
- Obvykle se k expresi vyuziva gen 111
- 5 kopii



Konstrukce peptidovych knihoven

=

Transfekce do
bakterii a produkce
fagu

Knihovny maji
velikost az do
10°




I\ :;5 %;% N |
Aplikuje se
knihovna na
cilovy protein

Provede se eluce

, . . Odmyji se vSechny
navazanych fagu

nenavazane fagy



Priklad

* Mapovani anti-p53 protilatky PAb 240
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Selekce PAb 240 vazebného peptidu z nahodné
“phage display” peptidove knihovny

'p53 sequence” YLDDRNTFRHSVVVPYEPP

RHSVIS
FRHSLL
WRHSVV
2GR

“Phage library LRHSIL.
sequences” YRHSVI

LRHSVI
YSRHSVVYGDGQ
TLRHSIIFGGEW
AVRHSVIERTLS




Selekce mdm2 vazebnych peptidi z ndahodné
“phage display” peptidove knihovny

"p53 sequence’ PLSQET FSDLWKLL PENNV

MPR FMDYWEGL N
VQN FIDYWTQQ F
TGPA FTHYNATF

"Phage library
sequences"

IDRAPT FRDHWFAL V
PEPLAV FADYWETL Y
PA FSRFWSDL SAGAR

Shoda XXXPX FXDYWxXxL xxxxx




Tezky

_. | M retezec

Konformacni epitop
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Viastnosti

5-10 aminokyselin
Nesouvisla sekvence

Protilatky proti konformacnim epitopum pracuji dobre za
nativnich podminek

Nefunguji v imunoblotingu
Lokalizace je velmi slozita s vyuzitim "NMR”, “X-Ray”,
“Hydrogen Deuterium exchange”

Lokalizace “snadngjSi” s vyuzitim exprese proteinovych
fragmentu nebo ¢astecnou proteolyzou a naslednou
Imuno-precipitaci
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Metody mapovani konformacniho
epitopu

Kompeticni mapovani
Hybridni proteiny
Exprese fragmentu
Césteéna proteolyza
Hmotnostni spektrometrie
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Blokovani vazby jedne protilatky
vazbou protilatky se znamym
cilovym epitopem
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Kompeticni metoda
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Hybridni Proteiny

Lidsky

Kureci
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Priklad

* PAb 1620: anti-p53, neblotuje, IP pouze s Wlld-type
P53 konformaci. Epitop je teplotne senzitivni. “Pepscan’
analyza je negativni.

* Mapovano pomoci kureciho - lidskeho hybridniho
proteinu

LWVSATPPAGSRV LYPEYLE DI%QTFF%H
145 157 201 214

Wang et al: Oncogene 20:2318
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Metody mapovani konformacniho
epitopu

* Exprese fragmentu
* Césteéna proteolyza
* Hmotnostni spektrometrie
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Nyni vSemu rozumim
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