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Metody analyzy proteinovych komplexu

- Gelova filtrace, ultracentrifugace
- TAP-tag (a jineé tagy) purifikace a MS analyza

Metody analyzy protein-proteinovych interakci

- ko-imunoprecipitace, pull-down, ko-purifikace ...
- (kvasinkovy) dvou-hybridni systém v
- BiFC, FRET, ko-lokalizace, ko-exprese

- Flourescencni anisotropie, SPR, ITC ...

- ko-krystalizace, cryoEM ...

- databaze (interactom a komplexy ...)

- genetické metody (synteticka letalita, suprese)

MINY wioyedajul y nxajdwoy po

Literatura: Protein-protein interactions, Golemis & Adams, CSHL Press, 2005
doc. J. Palecek: Bi9040 Biologie kvasinek
Dr. C. Hofr: Bi7230 Pokrocilé biofyzikalni metody v experimentalni biologii



Metody analyzy proteinovych komplexu

- Gelova filtrace (size exclusion chromatography) .
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Metody analyzy proteinovych komplexu

ultracentrifugace
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Metody analyzy proteinovych komplexu

ultracentrifugace
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B. Jemny - cukerny gradient

Lee et al, Plant Cell Phys, 2004
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Puig et al, Methods, 2001 “
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Metody analyzy proteinovych komplexu

- Gelova filtrace, ultracentrifugace

- TAP-tag (jine tagy a protilatky) purifikace - ko-imunoprecipitaci
a MS analyzi o™= Ize vyuzit i pro analyzu
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Metody analyzy proteinovych komplexu

Pro stabilni komplexy — nelze pouzit pro charakterizaci
struktury/architektury komplext a pro analyzu
slabych/prechodnych interakci

Metody analyzy protein-proteinovych interakci

- ko-imunoprecipitace, pull-down, ko-purifikace ...
- (kvasinkovy) dvou-hybridni systéem

- BiFC, FRET, ko-lokalizace, ko-exprese

- Flourescencni anisotropie, SPR, ITC ...

- ko-krystalizace, cryoEM ...

- databaze (interactom a komplexy ...)

- genetické metody (synteticka letalita, suprese)
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Ko-purifikace

Silné interakce/komplexy — proteiny lze ko-exprimovat (muze
pomoci s jejich rozpustnosti) a nasledné ko-purifikovat (vice
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Ko-purifikace

Silné interakce/komplexy — proteiny lze ko-exprimovat (muze
pomoci s jejich rozpustnosti) a nasledné ko-purifikovat
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Pull-down (ko-imunoprecipitace) gins interakce
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. . , Podobné jako pfi ELISA
Charakterizace interakci — peptld« jamky jsou potaZené streptavidinem

string peptidy se pres biotin ukotvi

surface

Peroxidase (HRP)
(Substrate] labelled anti-species

antibody

(A) SURFACE-STRING (B) HELIX-HELIX (C) SURFACE-SL |
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Lze mapovat epItOp pro. pFOt.IIatky (Va,Zbu) Figure 1: An ELISA using biotinylated
Peptidy jsou na N-konci biotinylované peptides and coated plates



. . , . , Podobné jako pfi ELISA
Charakterizace interakci — peptid: ;. isou potazené streptavidinem
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peptides and coated plates
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Metody analyzy proteinovych komplexu

Pro stabilni komplexy — nelze pouzit pro charakterizaci
struktury/architektury komplexu a pro analyzu
slabych/prechodnych interakci

Metody analyzy protein-proteinovych interakci

- ko-imunoprecipitace, pull-down, ko-purifikace ...
- (kvasinkovy) dvou-hybridni systém

- BiFC, FRET, ko-lokalizace, ko-exprese

- Flourescencni anisotropie, SPR, ITC ...

- ko-krystalizace, cryoEM ...

- databaze (interactom a komplexy ...)

- genetické metody (synteticka letalita, suprese)
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S. cerevisiae byl vyvinut
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Na spinani/regulaci
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Galactose-inducing conditions
___----—-——-n..{;alau Gal3 .o
o faktor Gal4p — vaze

specifické sekvence v
promotorech genu (Gal
enzymu) a aktivuje jejich

tranSkrlpCI Uetz and Finley, 2005
Traven et al.: EMBO Report, 2006
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Transkripcni

DNA logsoMPle

- DNA-vazebna domeéna (DB) bez
aktivacni domeny (AD)
neni schopna aktivace transkripce
Je mozné propojit domény jakymkoli
linkerem a transkripci reaktivovat
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Luban & Goff, CO Biotech, 1995
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plasmid
' (LEU2) Transformace plasmidu do kvasinek

Library
protein

protein

( TRP 1) DNA.BD transcription

% GAL Uﬂs millil'nﬂ| prumntﬂr

Figure 2. The two-hybrid principle. The DNA-BD is amino acids 1-147 of the yeast GAL4 protein, which binds to the GAL UAS
upstream of the reporter genes. The AD is amino acids 768-881 of the GAL4 protein and functions as a transcriptional activator.

AH109 MATa, trpi-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200 .
Kvasinkovy | galA, galB0ALYS2 - - GALT 55-GAL 11474-HIS3, - TeStUJe se
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owros | onrrn [ | (v25ex he Met
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MEL1 UAS MEL1 TATA MEL1 (screen knihovny)

GALz UAS GALz TATA ADE2

MaV203 kmen navic obsahuje URAS3 reporter gen — Ize tedy selektovat na
uracilovou auxotrofii + reversni systém tj. mutanty disruptujici interakce (na FOA)
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mutanty BD-
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“alanin scan” konservovanych AMK ukazal hydrofobni kapsu
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“alanin scan” konzervovanych
AMK ukazal hydrofobni kapsu
na povrchu Nse3

Do niz se vaze hydrofobni
sroubovice Nse4 proteinu

Pomoci in silico (MD) analyzy
byl vytvoren model dimeru
Nse3-Nse4 (docking)
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Reversni systém (Y2H)

Yeast growth selections

Confrol Forward Reverse

PO 8 O

b
Drug ——_ Interaction disrupted

N\ @™
P "H.I "H.I f.-" '\I ff' '\I "‘-.I "‘-.I
DB WY I £ 4

trends In Blafechnalogy

je vhodnegjsi
pozitivni selekce
(screenovat na
rostouci
kvasinky)

-Pri pouziti URA3 reportéru Ize pouzit toxickou 5-fluoro-

orotatovou kyselinu (5-FOA) k negativni selekci tj.

iInterakce povede k zahubé kvasinek, zatimco mutanty

neschopné interakce na FOA plotnach porostou (mutanty
nebo synteticke latky) Vidal & Endoh, T in Biotech, 1999
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Analyza vazby protein-RNA (Y3H)
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Vazba ligand-receptor (Y3H)

glucocorticoid receptor - FKBP12

Hook Bait Fish
Transactivation domain

Receptor for -
[.igl;.-nd A Receptor for

dexamethasone

Mel Me

Med,,

Me.,
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Tri fuzni makromolekuly
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DNA-binding
domain

Reporter Gene

Operator
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o

[ ] Reporter Gene

Oiperator

Licitra & Liu, PNAS, 1996

(2x protein a 1x nizkomolekularni
ligand)




CytoTrap 2-hybridni system

Kvasinkovy cdc25-2 ts mutant - hSOS (guanine exchange factor) aktivuje
RAS pokud je ukotven na membranu v jeho blizkosti

- jeden partner je myristylovan a ukotven na membranu a druhy (interakéni)
partner je fuzovan k hSOS

Ras signal
transduction
pathway
activated

Cell growth

Cur Biol (1998) p. 1121



- Y2H systemy maji vyhodu selekce — preziti kvasinek — je
mozneé je vyuzit pro hledani novych partneru

Metody analyzy protein-proteinovych interakci

- ko-imunoprecipitace, pull-down, ko-purifikace ...
- (kvasinkovy) dvou-hybridni systéem

- FRET, BiFC, ko-lokalizace, ko-exprese

- Flourescencni anisotropie, SPR, ITC ...

- ko-krystalizace, cryoEM ...

- databaze (interactom a komplexy ...)

- genetické metody (synteticka letalita, suprese)



Forster/fluorescence resonance energy transfer
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Bimolecular fluorescence complementation - BiFC
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Propojuje se zpet fold/struktura nikoli 2 domeény jako u Y2H
(lokalizace proteinu do tkani, bunéénych kompartmentu ...)
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Pekarova et al, Plant J., 2011
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Bimolecular fluorescence complementation - BiFC
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Dihydrofolat reduktasa/methotrexat
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