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Prehled kvantitativhich metod
analyzy protein-protein interakci

Teorie = zaklad praxe

Vazebna kfivka, rovhovazna disociacni konstanta, linearni rozsah detektoru.

Fluorescence pocCtem vede, ale jde to i bez ni

Stanoveni vazebné afinity fluorescencné znacnych proteint - fluorescenéni
anisotropie, microscale thermophoresis, detekce vazby molekul imobilizovanych
na povrchu - surface plasmon resonance; studium vazby nemodifikovanych
proteinl pfimo v roztoku -izotermalni titrani kalorimetrie.

Ktera je nejlepsi - srovnani metod

Shrnuti praktickych vyhod a nevyhod kvantitativnich metod analyzy interakce protein-protein.




Vazebna krivka 1
Isoterma

Pro vazbu dvou proteinu A,B
a vznik komplexu A.B
pri konstantni teplote
A+B - AB
zapiSeme rovnovaznou disociacni

konstantu
|A][B]
=B

Jestlize pridavame postupneé
protein B k proteinu A, vazebnou
Krivku Ize vyjadrit rovnici

[B]

% vazby = B1 + KD -100%

Zavislost miry vazby na celkové koncentraci pridaneho

proteinu B
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D Koncentrace proteinu [B]

K, disocia€ni konstanta — koncentrace proteinu,
pri které je pravé polovina molekul v komplexu



Vazebna krivka 2
odvozeni rovnice funkce

Miru vazby vyjadfime pomerem koncentrace
komplexu A.B a celkové koncentrace proteinu A
nasobeny 100%.

[A - B]

TOT

Yovazby = - 100%

Po dosazeni za A.B a A;57 ziskame rovnici
pro vazebnou krivku

[A]lB]

[4-B] =

Aror = [A- B] + [A]

Zavislost miry vazby na celkové koncentraci
pridaneho proteinu B
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Vazebna krivka je hyperbola s hodnotou disociacni konstanty K, ve jmenovateli.



Vazebna krivka 3
fitovani pro chytré hlavy

/ Vyzkouset, jak se méni tvar vazebné krivky
v zavislosti na Ky si muzete v souboru

fit hodnot
¢ Protein (x) % vazby (y) y=100"x/{x+KD)
o 0.00
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KD vliv na tvar Kkrivky.xlsx

kdyz ruéné zmeénite hodnotu K, na radku 16. .

’8 Automatickeé fitovani dat v Excel minimalizaci
souctu druhych mocnin odchylek merenych dat @ Lo e ot o=

fitovanych hodnot za pouziti dopliiku Resitel R R
(Solver) si muzete vyzkousSet v souboru e ’
Automat KD _fit.xIsx R e

Videonavod, jak aktivovat dopinék Resitel (Solver) &

v programu Excel je v souboru
Resitel _Solver ON.mp4

g lp[= [
2SS ]
=
]
"

Navod vznikl na zakladé videa - autor Karl Zuvela
https://youtu.be/4jpoCGWmfeM



https://youtu.be/4jpoCGWmfeM
http://www.lablifeb.org/courses/KD_vliv_na_tvar_krivky.xlsx
http://www.lablifeb.org/courses/Automat_KD_fit.xlsx
http://www.lablifeb.org/courses/Automat_KD_fit.xlsx
http://www.lablifeb.org/courses/Automat_KD_fit.xlsx
http://www.lablifeb.org/courses/KD_vliv_na_tvar_krivky.xlsx
http://www.lablifeb.org/courses/Resitel_Solver_ON.mp4
http://www.lablifeb.org/courses/Resitel_Solver_ON.mp4

Vazebna krivka 4
logaritmus koncentrace = sigmoida

Zavislost miry vazby na logaritmu celkové

Jestlize pfidame k proteinu A protein B 100 koncentrace pridaneho proteinu B

v dostatec¢né Sirokém rozsahu koncentraci,
vazebnou krivkou zavislosti miry vazby na

logaritmu koncentrace B je sigmoida. 75
% vazby B] 100% % 20
0 — : 0 ccs
[B] + KD >
_ _ 25
K, disocia€ni konstanta — inflexni bod sigmoidy
Sklon sigmoidy — mira kooperativity vazby KD
v pfipade, ze se vaze vice molekul B na jednu 0
0.1 1 10 100 1000

molekulu A.

N Logaritmus koncentrace proteinu log 4 [B]
Jak meni kooperativita  https://en.wikipedia.org/wiki/
vazby tvar sigmoidy? Hill_equation_(biochemistry)



https://en.wikipedia.org/wiki/Hill_equation_(biochemistry)

Poznejte svij detektor - linearni rozsah
detektoru = presna kvantitativni méreni
Pro presné kvantitativni méreni je nezbytné,

aby byl pfirGstek signalu pfimo umeérny Saturace detektoru
pfirustku koncentrace komplexu protein-protein.

To je splnéno pro linearni rozsah detektoru — oblast
detekce, kde po zvyseni koncentrace

napr. dvakrat zvysi hodnota signalu také dvakrat.
Celkové ma detekeni kfivka prabéh sigmoidy.

Linearni
rozsah
detektoru

Signal detektoru

Oblast pod linearnim rozsahem - jsme blizko
minimalnimu detekénimu limitu = nelinearni odezva.

Oblast nad linearnim rozsahem — detektor je zahlcen Detekcni limit
signalem — saturovan, velka zmena koncentrace
zpusobi relativné malé a nelinearni zvySeni signalu. Koncentrace
lablifeb  Vzdy si zjistit linearni rozsah detektoru. Pfi kvantitativnich mérenich je MUNI

.0rg nezbytné, aby se mérené hodnoty nachazely v linearnim rozsahu detektoru. SCI



Fluorescencni stanoveni

vazebne affinity- anizotropie

Anisotropie fluorescence - princip
,2Jsmernénost” emitovaného svétla se zvysi
po vytvoreni komplexu protein-protein; po
excitaci linearné polarizovanym zarenim
dochazi k emisi fluorescence znacené
molekuly prevazné v jednom smeru.

Prakticky

- znacime mensi z proteind.

- staCi naznacit 100 ug proteinu v kyvete.

- pridavany protein neni znaceny.

- celkova koncentrace pridavaného proteinu
je minimalne 10x vétsi nez koncentrace
znaceneho proteinu

Excitace

T

Cas od excitace po emisi fluorescence
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Anisotropie fluorescence |
meéreni '/

_ Iu-Ih _ Iyv—IvH analyzator detektor
III+21J_ IVV+21VH

polarizator

Hodnota anizotropie r je podil Prakticky

rozdilu I - I, intenzity fluorescence pfi - P¥istroj - fluorometr s polarizatorem excitaéniho svétla a
rovnobeznem (vertikalnim) a kolmem oto&nym polarizatorem = analyzatorem vyzarené fluorescence
(horizontalnim) natoCeni analyzatoru vuci pro zjisténi intenzity v rdznych smérech.

excitaCnimu polarizatoru a celkove intenzity . potfebujeme ~ 10x vy$&i koncentraci neZ na méreni klasické
fluorescence I\, +2l,,,ve 3D — vSech tfech fluorescence — polarizatory propousti 10x méné svétla.

smerech Sireni fluorescence. - Hodnota anisotropie r je bezrozmérna veli¢ina (podil &isel).



Microscale thermophoresis
MST

Princip MST

Vytvorime lokalni teplotni gradient — ozarime vzorek v
kapilare infraCervenym laserem.

Vzorek zaroven osvétlujeme excitaCnim svétlem pro
fluorofor, kterym je znaCeny mensi protein.

Detekujeme pohyb fluorescenéné znacenych molekul jako
zménu fluorescence v mikrooblasti osvétlené IR laserem.
Pfi konstantni koncentraci fluorescencné znaceného
proteinu zvySujeme koncentraci pridavaného neznaceného
proteinu = ligandu.

Sledujeme snizeni miry poklesu fluorescence

v Case se vzrustajici koncentraci ligandu.

https://en.wikipedia.org/wiki/Microscale thermophoresis
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Ubytek fluorescence
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https://en.wikipedia.org/wiki/Microscale_thermophoresis

Prakticky MST meéreni .
protein-protein interakce ///

? Fluorescent molecule
Saturation

ek

Fluorescencné naznaCime mensi protein. %”‘#
Vytvofime fedici fadu druhého proteinu =
ligandu jeho postupnym redénim 2x.
Smichame roztoky tak, ze koncentrace 1000

<= |R-laser on

N
iy

znaceneho proteinu je stejna, ale

. v 900 4 ‘o 1
koncentrace ligandu se méni v rozsahu . S L
“ e € 10- !
5 radu. S 800 - » 5 10 { - K,
: " = W Baseline
Vzorky nasajeme do kapilar (5ulL) . < &
o . . 700 o unbound il _I 3 },I
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Vyneseme zménu fluorescence v zavislosti
na logaritmu koncentrace ligandu.

Z inflexniho bodu sigmoidy urCime
o J _y Obrazek laskavé poskytl Dr. Josef Houser,
disociaCni konstantu vzniku komplexu CORE FACILITY Biomolecular Interactions and Crystallization

protein-ligand. http://bic.ceitec.cz/cs



http://bic.ceitec.cz/cs

Interakce prOtei n 'prOtei nna povrCh U Evanescentni vina plazmonu - rezonujicich
SU rface p I asmon resonance - SPR elektrond na povrchu = surface resonance

Princip

Na pfechodu mezi sklem a zlatou vrstvou idealné o o tloustce
50 nm dochazi k odrazu svétla - laseru.

Pfi rezonan¢nim uhlu 6 dochazi ke zvySené absorpci, ktera je
zaznamenana detektorem.

Vznika evanescentni (mizejici) vina rezonancnich elektront =
plazmonu, ktera se vzdalenosti od povrchu postupné slabne.
Dosah evanescentni viny je pfiblizné 100 nm do prostoru
roztoku. Plazmony jsou velmi citlivé na zmény prostredi, ve
kterém se pohybuji. SPR tak umoznuje detekovat zmény diky
vazbé proteint na povrchu zlaté vrstvy.

Zlato je pokryto dextranem , na ktery se imobilizuje jeden
interak¢ni protein.

Druhy protein je pfidavan do pufru, kterym je promyvan povrch
s imobilizovanym proteinem.

Po vzniku komplexu protein-protein na povrchu dochazi ke
zméneé rezonancniho uhlu 0, kterou detekujeme.

Sledujeme kinetiku vzniku komplexu v realném Case.

plasmons, které absorbuji Cast svétla

prmgk'. ) 4
A A ‘n=

Au 50 nm

Zdroj Rezonanéni uhel,
svétla - kdy vznikaji plazmony
laser

Detektor

Sklenény hranol



SPR
prakticky

Imobilizujeme protein na SPR Cip.
Nasytime vazebna mista na povrchu bez
imobilizovaného proteinu.

Promyjeme Cip pufrem.

Promyvame Cip druhym proteinem.
Detekujeme zmenu signalu.

PocCateCni Cast krivky ukazuje kinetiku
asociace obou proteinu.

Zaveérecna Cast krivky popisuje kinetiku
disociace obou proteind.

Fitovanim vazebnych modelt ur€ime hodnoty
kinetické asociacni a disociacni konstanty a
rovnovaznou disociaCni konstantu.

prutok
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ITC — Izotermalni titracni kalorimetrie
popis interakce merenim reakcniho tepla

Princip |

MéFfime reakéni teplo, které se uvolni nebo o

spotrebuje po pfidani proteinu injektorem

do roztoku proteinu v meérici cele. Injektor

ma tvar lodniho Sroubu, ktery micha smes G s 7////////%

v méfici cele. _ é

Teplota cely se vzorkem je srovnavana s é é

teplotou referencni cely, ktera obsahuje é é

pouze pulfr. é — é

Kdyz dojde ke zméné teploty mezi celami, g ' é

dojde k zahrati nebo ochlazeni cely se é é

vzorkem. Teplo, které je vyménéno pro é é

V3v/,rovnan| teplgtje zapsano po l’<azdem é///////////////////////////////%

pridavku proteinu z injektoru. Vysledkem

je titracni krivka. http://www.youtube.com/watch?v=cYj5IOELaVI
Ze znamych molarnich koncentraci a https://www.youtube.com/watch?v=0_IpWcWKNXI

zmeny tepla urCime molarni vazebnou
entalpii - teplo vazby proteinu.


http://www.youtube.com/watch?v=cYj5IOELaVI
https://www.youtube.com/watch?v=o_IpWcWKNXI

ITC
prakticky

Ur¢ime co nejpfesnéji koncentrace proteinu.

Zmérime ,blank” titraci - pufr v injektoru, protein v cele pfi
25°C.

Dame do injektoru druhy protein s desetkrat vyssi
koncentraci, nez je prvni protein v cele.

Zmerime titraCni kfiku.

Odecteme ,blank® titraci od titracni krivky.

Normalizujeme na kon centrace proteinu v cele a injektoru.
Prolozime vyslednou sigmoidu vhodnym modelem vazby.
Vyska kfivky udava vazebnou entalpii, sklon odpovida
rovnovazné asociacni konstanté a inflexni bod odpovida
molarnimu poméru vazby proteinu.

Z jednoho méfeni Ize ziskat kompletni termodynamicky
popis vazby AH, AS, AG, K, a stechiometrii vazby N.
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Vazebna entalpie AH

Stechiometrie N

Vazebna konstanta K

Volna energie AG
vypoctena z AG = -RTInK,

Zmeéna entropie AS
vypoctena z AG = AH -TAS



Srovnani
kvantitativnich metod

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ;
m Spotieba vzorku

_ 3 Délka pfipravy vzorku a méfeni
5
AF I (0 = Posnost rdeni KD
8

Uzivatelska privétivost
Ano - znaceni fluoroforem

I -
3
MST I,

Ano - znaceni fluoroforem
N :
4
SPR I,

7

Modifikace proteinu

Ano — imobilizace na povrchu

_10
6
ITC I -

Ne — bez znaceni a modifikace



Kde se muzete
dozvedet vice?

C7230 Fluorescencni metody ve védach o zivote - cesta
od molekuly k bunice

C7235 cviceni

Teoreticka vysvétleni principl fluorescence a prakticka
vyuka aplikace fluorescencnich pristupu
Podzim 2020

FEO010 Experimental Methods in Biophysics - life
science laboratory approaches and excursions

Pfednasky odbornikdl a exkurze do vyzkumnych
laboratofi mezinarodné uznavanych spolecnosti

Podzim 2020 !
- Thermo Fisher


https://is.muni.cz/auth/el/sci/podzim2019/C7230/um/web/index.html
https://www.zonerama.com/LifeB/Photo/4904157/167314247?secret=GU94ms3la97eNotju2Mtab4rK
https://is.muni.cz/auth/el/sci/podzim2019/C7230/um/web/index.html
https://is.muni.cz/auth/el/sci/podzim2019/C7230/um/web/cviceni/Program_cviceni_Leden_2020.pdf
https://is.muni.cz/auth/el/sci/podzim2019/FE010/um/web/index.html

