 Dobrovolnd, Goisova, Siladiova, Svobodova, Kudlackova



interakce mezi rliznymi proteiny

funkci proteinu Ize dobre zjistit, pokud se nam
podari odhalit jeho interakcni partnery

Metody
* metody, které umoznuji interakci objevit
* metody, které umoznuji zjisténou interakci
ovérit/potvrdit a |épe charakterizovat

detekovat nové PPl umoznuji zejména metody
afinitni purifikace,imunoprecipitace,
kvasinkovy dvouhybridovy systém, proteinové
Cipy a dalsi






Zatizeni pro sledovani biomolekularnich interakci v realném case

Rezonance povrchovych plazmonl umozniuje monitorovat vznik komplexu bez znaéeni interagujicich
molekul

Jedna ¢ast komplexu imobilizovana na povrchu senzoru

Druha interagujici molekula je volné v roztoku pufru

Pouziti: interakce protein0, proteinovych konjugdtl, nukleovych kyselin i celych bunék



Pratocny a opticky systém
Ovladaci software
Pritocné cely

Senzorovy Cip

Sada chemikalii navrzenych pro vyzkum biomolekularnich interakci



Pratocny systém

IFC Automaticky davkovad

* Dvé pumpy

* nasavaji pufr ze zasobni nadoby a pohanéji
kapalinu systémem

e Dvé nadoby

Senzorovy
¢ip

5 * Automaticky davkovac
GEN Pumpa
Odpad Pumpa { O davkovag

Sani pufru




Injecting

the sample ‘ |

=5 Prutocne cely

* Vzorky jsou ze zasobnich nadobek
prenaseny do katridze (dva mady)

e Katridz

* Dulezité nizké rozmyti nanaseného
vzorku (snizeni mrtvych objemu a
pouziti pneumatickych ventil()

Vstup

* Meéfici cely (pfitisknutim Cipu na
povrch kartidze)

Vystup

« Ctyfi cely (jedna sténa cel je tvofena
e sanmie J I povrchem senzoru)

—




| matrix
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Senzorovy Cip

* Cip CM5
* CM4, CM3, C1, SA, NTA, HPA, L1, Au, SIA
* Pripevnén na plastovém nosici

* Plastovy nosic je po vlozeni do pfistroje
oddélen vnitfrnim mechanismem a senzor je
usazen na svoje misto

* Proces usazeni —indikovan prostrednictvim
zelené LED

* 50-100 opakovanych méreni (v pristroji
jeden tyden)



Opticky systém

Tepelng izolovany box » Sklenéna strana Cipu je v kontaktu se
sklenénym hranolem optické jednotky

* Kontakt mezi hranolem a ¢ipem zajistuje

Oplicksijednotics silikonové optické rozhrani
o ' Konektory * Pres branol Idopvada] na !oovrch,upu
Opticke rozhrani == "= | infracervené zareni emitované LED
Senzorovy Sip—"ll o — ) .
/_-_. e Odraz zareni od povrchu Cipu je
Integrovana mikrofluidni kartridz (IFC) monitorovan pomoci pole fotodiod

* Detekcni jednotka — opticka jednotka
obsahuijici svételny zdroj, detektor a optické
rozhrani s Cipem



Imobilizace ligandu

r - b

\ tgnd |

:-\'L._' ﬂ‘j V4 .o vv7s

e * Kovalentni vazba — nejjednodussi —

i\ kJ navazeme protein, NK,.. ligandem muze byt
N cokoliv
=0
| * Afinitni vazba — pr. avidin-biotin. Vazba je
Caplre Hydrophobio (supporied bilsyer)

velmi silna.

* Hydrofobni interakce — mizeme vytvorit
lipidovou dvojvrstvu



Dextranova matrice

* diky karboxyskupinam ma zaporny naboj

e pfispravném pH do sebe natahne
bilkoviny s opacnym nabojem

* jde to pouziti u nizkych koncentraci
biomolekul



Ph pri imobilizaci — NH2
skupina pres EDC/NHS

1&000 —

pH 4 5
i oH&D e
11000 f - - . * pro bilkoviny jako ligandy obvykle pH 5
AU b A e funguje dobre
6000 f__-:'-“_‘.- . | e pouziva se 10 mM acetatovy pufr,
S ‘-’-—‘\1 prekoncentrace se vyzkousi 2 min pfi
- e raznych hodnotachpH (5.5, 5.0, 4.5, 4.0)
""" v - * prekoncentrace obecné lepsi pfi niz8im pH,
- | | | ale kovalentni vazba probiha |épe pri vyssich
0 20 a0 50 80 100 120 140 160 pH

Time
* pfinizkém pH také mUzZe nastat agregace
bilkovin



Vazba pres
aminoskupinu ligandu

i * V 80% se vyuziva tato metoda
esponsa II,-——___
I," —‘__J | * Na dextranovou matrici naneseme smes
| H > EDCa NAS 1:1
| "bound  Amount * Po imobilizaci zbyde par aktivnich skupin.
] |' | Pfiddme 1M ethanolamin pH 8,5.
EDCINHS Ligand Ethanolamine ° Ten vysytl' zbytek NH S
Time T
r'.. w -HII
bt 'R I.- ——_ - )

_'ﬁi



Response

r |'\—J
EDC/INHS
PDEA

J

Cysteine/NaCl

Time

—o-g

Vazba pres thiol

e 2-(2-pyridinyldithio)ethanamin hydrochlorid
- 80 mM ve 100 mM boratu pH 8.5



Response
Ligand
f’f ~— Cysteine/NaCl
Ethanok l.-f r__|
amine |
= |
EMCH | | . l

Time

Maleimidova metoda

* vznika stala thioetherova vazba



Vazba pres aldehyd

Response Cyanc- * aldehydova skupina se ziska oxidaci
borahydride . 7’ Vé 7 . .
S — diolového uskupeni pomoci jodistanum (1

mM, mirné podminky)

Ligend
o  alternativné lze koncovy galaktosylovy
- | zbytek zkusit oxidovat pomoci
EDCINHS | .
|—| .' galaktosaoxidasy
Carbo- Etlwnlnu | ) ) )
] L e | 1] » pro glykoprotein, oligosacharidy

Time

L L
I ]
i i
1 EDGMNHS Q0
2 Hydrazne e N NaCNBH,
N
1

— -
Il
o
]
L=
LT
i
¥



FOEAMaCI

Responss
Ligand |V |
If “l_ —
I|
EDCINHS ;
1 |
B Cystamine OTE |
i |
Uy 1
Time

Vazba pres thiol na
ligandu

* na povrch se vnese SH skupina
* ligand derivatizovan PDEA, vznikne SS vazba

(reverz.!)
VA N

e :
=0 =0
| |
ST - EDC fi T T,
) o ] o m
3 | L{“ + @ —— ! ..
L- l'\.-:;". 0 HEHNE'\.E M "-l B '~_{'€:ﬁws g "M



Sensogram

* pribéh typického vazebného experimentu

* signal v ¢ase pri vazbé biomolekuly na
imobilizovany ligand

Absolute

response (RU)

Euffer

Relative

Sample Buffer

response (RU)

Fegeneration

Buffer

Time



1) pfimé méreni se zesilenim odezvy

nejcastejsi zplsob stanoveni koncentrace analytu ve vzorku

vyhodnocovat Ize bud rychlost vazby v pocatku, nebo zménu signalu po ustaleni
zvoleny zpusob méreni ovlivni analytické parametry stanoveni

rychlost, citlivost, limit detekce

vicevrstevny (sendvicovy) komplex zlepsi citlivost (napr. nanocastice)



2) inhibi¢ni (kompeticni) stanoveni
pro malé molekuly, jejichz pfima vazba by poskytla nizky signal
kalibra€ni zavislosti v log zavislosti pro osu x

signal vyvola vazba pomocné detekcni molekuly; jeji afinita a koncentrace ovlivni vyrazné
prubéh stanoveni

3) primé méreni — bez kalibrace

pokud neni k dispozici standard, Ize za podminek difuzni limitace urcit koncentraci
analytu z rychlosti vazby (linearni oblast) se znalosti (pfibliznou) difuzniho koeficientu
analytu

je potreba vysoka hustota ligandu, dostatecna velikost analytu (pres 5 kDa) a pfimérena
afinita interakce

optimalni je odezva 0.3—15 RU/s pfi 5 pl/min aspon 30 s, to odpovida asi 0.05-5 pg/ml
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* Pomoci Biacore systému lze ziskat:

* informace o kinetice, affinité, koncentraci, specifite, selektivité a
termodynamice biomolekularnich interakcich

* mUze byt pouzita v ruznych oblastech od zakladniho vyzkumu po vyzkum
bioterapeutik a léCiv






* Antigen — latka s ktorou Specificky
reaguje protilatka a dokaze vyvolat
imunitnu odpoved

* Protilatka (imunoglobulin) — protein,
ktory je sucastou imunitného systému
a je schopny identifikovat a zneskodnit
cudzie objekty. Specificky sa viazu na

antigén. Antigens
Y w

wy
/,‘Cn /

#__,.-"’ e

\ Antigen-hinding site
™ \\ i r r
et 4

Antibody



* je technika precipitacie proteinového
antigénu z roztoku s pouzitim
protilatky, ktora sa Specificky viaze na
tento konkrétny protein.

 Zdroje antigénu mo6zu byt neznacené
bunky alebo tkaniva, metabolicky alebo
vhutorne oznacené bunky,
translatované proteiny in vitro.



* Cielové antigény su zvyCajne imunoprecipitované z komplexnych roztokov, ako su bunkové
lyzaty s cieflom izolovat a nakoniec detegovat a merat Specificky protein



Predimobilizacia protilatky proti Specifickému proteinu na nerozspustny nosic¢ (agardza,
magnetické perlicky).

Inkubacia s bunkovym lyzatom obsahujucim cielovy protein. Popri inkubacii sa lyzat
miesa a to umoznuje naviazanie antigénu na imobilizovanu latku.

Imobilizované imunitné komplexy sa z lyzatu zozbieraju, eluju sa z nosica a analyzuju sa.



1. Volnd neviazana protilatka sa nechd v lyzate tvorit komplexy s proteinom pritomnym v
lyzate.

2. Oddelenie pomocou nerozpustného afinitného nosica

Pouzitie pri nizkej koncentracii cielového proteinu, pri nizkej vazebnej afinite k antigénu,
alebo pomalej vazbe protilatky na antigén.



|dentifikacia stavu aktivacie proteinov
Urcenie posttranslacnych modifikacii proteinov

Meranie molekulovej hmotnosti molekul viazucich sa na protein pri interakcii protein-
protein

Purifikacia a detekcia antigénu



* Imunoprecipitacia a aglutinacia v roztoku
* Imunoprecipitacia v géle

* Dvojita imunodifuzia

e Jednoducha imunodifuzia



munoprecipitacni
metody

Imunoprecipita¢ni kiivka IMUNOPRECIPITACNI KRIVKA
mnozstvi  zakladni kvantitativni ukazatel stanoveni
ImMunoprec dbvtek nadbytek 0 v p Y
pitatu nadbyte antigenu analytl v télesnych tekutinach

protilatky

e 1935 Heidelberger a Kendall

zona
ekvivalence

1) Oblast nadbytku protilatky

mnoZstvi antigenu e se zvysujicim se mnozstvim Ag
vzrustd precipitat

* na vSechna vazebna mista Ag jsou
navazany Ab

* malé rozpustné komplexy

* mnozstvi komplexu antigen-protilatka
umeérné koncentraci pritomného antigenu

* imunoturbidimetrie a imunonefelometrie



mnozstvi
imunopreci
pitatu
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Imunoprecipitac¢ni kiivka
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nadbytek Ag

2) Zéna ekvivalence
* propojovani molekul Aga Ab

* velké nerozpustné imunokomplexy
s mrizkovitou strukturou, které agreguiji
a vytvareji imunoprecipitat

* imunodifuzni metody

3) Oblast nadbytku Ag

* mnozstvi precipitatu klesa v disledku
vysoké koncentrace antigenu

* imunokomplexy se rozpadaji
* malé rozpustné imunokomplexy

e kompetitivni imunoanalyzy



e agar nebo agarodza
* nanaseni protilatky a antigenu v rlzném usporadani

» Jednoduch3 difuze
— v agaroze se pohybuje pouze jedna slozka (Ab nebo Ag), zatimco druha je rovhomérné

rozptylena
» Dvoijita difuze
— mohou se pohybovat obé slozky volné



Antigen
diffusion

Antibody
incorporated
in agar

Antigen

Precipitate
forms ring

/

Nni

Jednoducha radia
imunodifuze

» kvantitativni, nenaroc¢na na pfristrojové
vybaveni

1) vzorek (obs. Ag) na jamku s monosp. Ab

2) inkubace desky pri pokojové teploté
48 — 72 hodin

3) Agdifunduje z jamek radialné
do agarosy; koncentrace protilatky
konstantni; az do dosazeni
ekvivalence

4) komplexy —imunoprecipitat
= ostry bily prstenec

5) Plocha precipitacniho prstence
nebo druhd mocnina priméru prstence
je primo umeérna koncentraci antigenu.

* stanoveni imunoglobulinG



precipitacni prstenec

n|, I Y 4

Jednoducha radia
@ @ @ @ (#— kruhovy start pro naneseni antigenu

imunodifdze

< agarosovy gel obsahujici specifickou protilatku




Antigen

Agar matrix

Precipitate

Dvojita imunodifuze

* Casto se pouziva uprava podle
Ouchterlonyho

e do gelu ve tvaru rlzice jamky s Ag nebo Ab
 difunduji do okoli jamek radialné
 pri setkani odpovidajicich

pomeérech = precipitat

(okolo Ab naneseme rizné Ag

-> precipitaty ruznych tvard nebo
vice Ag ve vzorku -> vice linii)

* Podle tvaru linie usuzujeme
identitu antigent



Dvojita imunodifuze

Mab Ay * Ouchterlonyho dvojita difuze je kvalitativni

/C)\O O/C)\O O/()\O metoda vhodna k identifikaci Ag

Ab, a urceni jejich imunochemické pribuznosti, pokud
reakce Identity reakce neidentity reakce Zéstséné Identity jsou k dispozici prislusna antiséra, nebo opacné na
Ab — protiltka, Aqg - antigen dikaz pritomnosti protilatek pomoci Cistych

antigend.



Precipitdt se mlze tvorit i v roztoku. Jeho mnozstvi se stanovuje kvantitativnimi metodami:
imunoturbidimetrie a imunonefelometrie.

Metody imunoprecipitace v roztoku jsou rychlejsi, ale drazsi nez radialni imunodifuze

1)
2)
3)

4)

smichame roztok s Ag a roztok s Ab
vznikaji malé agregaty a roztok se zakaluje

agregaty v roztoku rozptyluji prichozi svétlo a stupen zdkalu je v oblasti nadbytku protilatky
umeérny koncentraci antigenu

a vznikly zakal se méri turbidimetricky nebo nefelometricky



Turbidimetrie

M= ]

kyveta s méfenym vzorkem

zdroj svétla

o 1

Nefelometrie
Kyveta s méfenym vzorkem

P
U g
45° 90°

detektor

Turbidimetrie vyuziva optickych detekcnich
systémd, které méri intenzitu svétla proslého
v primém sméru jako u klasické fotometrie.
Proto je mozno k detekci pouzit bézné
spektrofotometry.

Nefelometrie je zaloZena na méreni intenzity
rozptyleného svétla, které vychazi z roztoku
vsemi sméry. Méri se pod uhlem, ktery je
odliSny od sméru dopadajiciho zareni, obvykle
45° nebo 90°. Vyzaduje specialni pristroj —
nefelometr, vyuzivajici jako svételny zdroj
obvykle laser.



aplikace séra
do jamky

>
—>

imunodifize

separace bilkovin aplikace antiséra

elektroforézou

do Zlabku

vytvoieni
precipitaénich linii

Imunoelektroforéza

= kombinaci elektroforézy a difuze

1) smés antigenu se rozdéli podle své
elektroforetické pohyblivosti
na jednotlivé slozky

2) kanadlek podél elektroforeogramu se
naplni pozadovanym antisérem
— monospecifickym nebo polyspecifickym

3) rozdélené antigeny a protilatky
proti sobé difunduji a v misté
reakce antigenu a odpovidajici
protilatky se vytvori precipitacni
obloucek

* casove naroc¢na technika, ale
umoznuje soucasnou detekci vice antigend



* identifikace a typizace monoklondlnich imunoglobulint v séru, moci nebo mozkomisnim
moku

* vgelu

1) smés antigenu se rozdéli podle své
elektroforetické pohyblivosti
na jednotlivé slozky

2) identifikace specifické bilkoviné pomoci imunoprecipitacni reakce

* pouziti vhodného redéni vzorku; k rozpadu imunokomplexu dochazi pfi nadbytku jedné ze
slozek antigenu nebo protilatky; nizké koncentrace antigenu se nemusi prokazat, pokud
vzorek pfriliS naredime, a naopak pri vysoké koncentraci se imunokomplexy rozpusti a

nadbytek je vymyt



1. elektroforetické rozdéleni sérovych Ig

2. imunofixace - reakce sérovych Ig s anti Ig

3. promyti, barveni

pacient A

EPE IgG IgA IgM < A

- pacient A: paraprotein ve FidéigG (o) |

zdrava kontrola

SPE IgG IgA IgM «

A

2dravad Kortrola: negativnl ndlez |

v gelu 6 startu - vzorek téhoz pacienta

po skonceni elektroforézy se na povrch gelu
prilozi Sablona s vyfiznutymi prouzky v
zonach elektroforetickych drah

do prvniho prouzku, ktery je ur€en pouze
pro elektroforézu, se aplikuje fixacni roztok,
do ostatnich vyfiznutych prouzk( se
nanaseji specifické protilatky, které
difunduji do gelu a v misté, kde reaguji s
prislusSnym antigenem vytvare;ji
imunokomplexy ve formé precipitatu

promytim vhodnym pufrem se odstrani jak
antigeny nereaguijici s aplikovanou
protilatkou, tak i nadbytek protilatky

po promyti v gelu zustanou pouze
nerozpusténé imunokomplexy, vytvarejici
ohranicny pruh, ktery se zvyraznuje
obarvenim






* Pouziti in vivo — nhedochazi k ovlivhéni
umelymi podminkami

* Moznost testovat velké mnozstvi
proteind pomoci relativné
jednoduchého experimentu

* Nemusime znat presny princip chovani
nebo umisténi cilovych protein(



Obsahuje dve casti AD-schopna aktivovat expresi a DBD- DNA vazebna

Zkoumany protein fuzuje s DBD
Komplex DBDX- navnada (bait)

Na doménu AD navazeme nahodné proteiny
Komplex ADY — kofist (prey)



. Enzyme Ligand #1

» @ ()

Prey Construct 1 Prey Construct 2
Plasmid Plasmid

BAIT PREY #1 PREY #2

Bait Construct

Plasmid

STEP TWO: SCREEN PROTEOME LIBRARY FOR POTENTIAL INTERACTIONS

Promoter Reporter Gene Promoter Reporter Gene

BAIT-PREY INTERACTION (Transcription Occurs) ._ NO INTERACTION (NO Transcription Occurs)




* Reportérové geny- exprese muze byt vizualizovana a kvantitativné
hodnocena

* napt. GFP, luciferézy, chloramfenikol acetyl transferéza



* Poskytovala falesné pozitivni i negativni vysledky

 Interakce pouze solubilnich protein(

* Nutné oveéreni dalsimi nezavislymi metodami

napf. bimolekularni fluorescencni komplementace



* Snizeni Urovné exprese cilovych proteinu pouzitim kvasinkovych centromerickych vektoru

* \/yuzivano vétsiho poctu reportérskych gent






