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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 fluorescen¢né znacnych protein( - fluorescenéni
anisotropie, microscale thermophoresis, detekce vazby molekul imobilizovanych
na povrchu - surface plasmon resonance; studium vazby nemodifikovanych
protein( pfimo v roztoku - izotermalni titracni kalorimetrie.

Ktera je nejlepsi - srovnani metod

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




Vazebna krivka 1

isoterma

Pro vazbu dvou proteinu A,B
a vznik komplexu A.B
pri konstantni teploté
A+B —~ AB

zapiseme rovnovazné konstanty
asociacni K, a disociacni K,

[AB] _ [A]lB]
[Al[B] °  [AB]

Jestlize pridavame postupné
protein B k proteinu A, vazebnou
krivku lze vyjadrit rovnici
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Koncentrace proteinu [B]

K, disociacni konstanta — koncentrace proteinu,
pri které je prave polovina molekul v komplexu



Vazebna krivka 2 odvozeni Zavislost miry vazby na celkové koncentraci

pridaného proteinu B

rovnice funkce - hyperbola 100
—— —

Miru vazby vyjadrime pomeéerem koncentrace 75
komplexu A.B a celkové koncentrace proteinu A .
nasobeny 100%. N

© 50
|A - B] 59

Y = %vazby = - 100% 95

TOT 1
KA —_
, N . K 0
Po dosazeni za A.B a A;yrziskame rovnici 0 20 n 60 20 100

pro vazebnou krivku
Koncentrace proteinu B

[B]
0 — : 0
Yo vazby B] + KD 100%

[A- B] = Ku[A][B] Aror = |A-B]+|A]

Vazebna krivka je hyperbola s hodnotou disociacni konstanty K, ve jmenovateli.



Vazebna krivka 3
logaritmus koncentrace = sigmoida

o _ . Zavislost miry vazby na logaritmu celkove
Jestlize pridame k proteinu A protein B koncentrace pfidaného proteinu B
v dostatecne sirokém rozsahu koncentraci, 100

vazebnou krivkou zavislosti miry vazby na
logaritmu koncentrace B je sigmoida.
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)
% vazh Bl 100y g 50
ovaz — : 0 >
YT B+ K, e
25
K, disociacni konstanta — inflexni bod sigmoidy
Sklon sigmoidy — mira kooperativity vazby KD
v pfipade, Ze se vaze vice molekul B na jednu molekulu A. 0
0.1 1 10 100 1000

Logaritmus koncentrace proteinu log ,, [B]
Jak meéni kooperativita  https://en.wikipedia.org/wiki/H
vazby tvar sigmoidy? ill_equation_(biochemistry)



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

Poznejte svuj detektor - linearni rozsah
detektoru = presna kvantitativnhi mereni

Celkové ma detekéni krivka prubéh sigmoidy.

Saturace detektoru

Pro presné kvantitativni mereni je nezbytnég, aby byl
prirastek signalu pfimo umérny pfirustku koncentrace

komplexu protein-protein. g
, 5 o ® Linearni
To je splnéno pro Illrlear,nl rozsah detektoru — oblast g rozsah
detekce, kde po zvyseni koncentrace = detektoru
napr. dvakrat zvysi hodnota signalu také dvakrat. =
0p)
Oblast pod linearnim rozsahem - jsme blizko
minimalnimu detekcnimu limitu = nelinearni odezva. Detekéni limit
Oblast nad linearnim rozsahem — detektor je zahlcen

signalem - saturovan, velkd zmeéna koncentrace Koncentrace
zpusobi relativné malé a nelinearni zvysSeni signalu.

lablifeb  Vzdy si zjistit linearni rozsah detektoru. Pri kvantitativnich meérenich je MUNI
-org nezbytné, aby se mérené hodnoty nachazely v linearnim rozsahu detektoru. SCI



Fluorescencni stanoveni

vazebné affinity z 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 smeéru.

Prakticky

- znacime mensi z proteind.

- staCi naznacit 100 ug proteinu v kyveté.

- pridavany protein neni znaceny.

- celkova koncentrace pridavaného proteinu
je minimalne 10x vetsi nez koncentrace
znaceného proteinu

Excitace
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Koncentrace pridavaného proteinu



Anisotropie fluorescence
mereni

_ Au=1y _ lvy—lvh
I11+21 IVV+21VH

Hodnota anizotropie r je podil

rozdilu I, - I, intenzity fluorescence pri
rovhobézném (vertikalnim) a kolmém
(horizontdlnim) natoceni analyzatoru vici
excitacnimu polarizatoru a celkové intenzity

analyzator detektor

polarizator

Prakticky

- Pristroj - fluorometr s polarizatorem excita¢niho svétla a
otocnym polarizatorem = analyzatorem vyzarené fluorescence
pro zjiSténi intenzity v riznych smérech.

- Potrebujeme ~ 10x vyssSi koncentraci nez na méreni klasické

fluorescence I, +2l,,, ve 3D vsech trech smerech flyorescence - polarizatory propousti 10x méné svétla.

Sireni fluorescence.

- Hodnota anisotropie r je bezrozmérna veli¢ina (podil Cisel).



Microscale thermophoresis
MST

Princip MST

Vytvorime lokalni teplotni gradient — ozafime vzorek

v kapilare infracervenym laserem.

Vzorek zaroven osvétlujeme excitacnim svétlem pro
fluorofor, kterym je znaceny mensi protein.

Detekujeme pohyb fluorescencné znacenych molekul jako
zménu fluorescence v mikrooblasti osvétlené IR laserem.
Pri konstantni koncentraci fluorescenc¢né znaceného
proteinu zvySujeme koncentraci pfidavaného neznac¢eného
proteinu = ligandu.

Sledujeme snizeni miry poklesu fluorescence

v ¢ase se vzrlstajici koncentraci ligandu.

https://en.wikipedia.org/wiki/Microscale_thermophoresis

V4

Ubytek fluorescence

bound

unbound

Cas ozarovani vzorku ~ 20 s

vSe
navazano

polovina
navazana

samotny
znaceny
protein


https://en.wikipedia.org/wiki/Microscale_thermophoresis

Prakticky MST mereni o
protein-protein interakce tgane .// ",

Fluorescencné naznaCime mensi protein. %;

Fluorescent molecule

Vytvorime fedici fadu druhého proteinu =
ligandu jeho postupnym redenim 2x.

Saturation

Jryvhiag

Smichame roztoky tak, ze koncentrace 1000 = R i

N
g

znaceného proteinu je stejna, ale

. v . 900 + o~ 2
koncentrace ligandu se méni v rozsahu c £ L .
e £ 10- e
5 radu. © 800 4 » .E 10 i' K,
. L uw w Baseline ]
Vzorky nasajeme do kapilar (5ul) . 2 & ¥
o . ) 700 - unbound i _I i"}'j‘
Mérime zmeénu fluorescence po zapnuti t IR-taser off o
T T T T LB 1L nnﬂ'[ : o |n|r|T—f"l'|"r'I'I'l'l|'—"r'1'r1'l'ﬂ'q-‘
0 10 20 30 40 " E
IR laseru. Time (s) 10° 10% o001 01 1 10
Ligand (nM)

Vyneseme zmeénu fluorescence v zavislosti
na logaritmu koncentrace ligandu.

Z inflexniho bodu sigmoidy ur¢ime
g y Obrazek laskaveé 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

Fluorescence

IR laser ONF

MST — Microscale Thermophoresis

Glass capillary

. Initial state — initial fluorescence of

sample.

. Thermophoresis — change in

fluorescence due to the
thermophoretic motion of molecules.

. Steady state - local concentration of

molecules decreases in the heated
region until it reaches a steady-state
distribution.

. Back-diffusion - fluorescence recovery

driven by mass diffusion of molecules.
4

Time

pripravil Tomas Janovic



Fluorescence

Analyzing protein-protein interaction with MST

Measuring MST for ligand serial dilution

T I:cold I:hot

unbound

bound

Time

I:NORM

Evaluating interaction affinity

Ko

Ligand concentration

pripravil Tomas Janovic



Interakce prOtein-prOtein na povrChu Evanescentni vina plazmonu - rezonujicich
Surface plasmon resonance - SPR elektron( na povrchu = surface resonance

plasmons, které absorbuji ¢ast svétla

Princip

Na prechodu mezi sklem a zlatou vrstvou idedlné o tloustce

50 nm dochazi k odrazu svétla - laseru. pritok .
Pfi rezonancnim uhlu 6 dochazi ke zvySené absorpci, ktera je X

zaznamenana detektorem. % s g s s 9 g

Vznikd evanescentni (mizejici) vina rezonanc¢nich elektron( =

plazmond, kterd se vzdalenosti od povrchu postupné sldbne. Au| S0 nm
Dosah evanescentni viny je pfiblizné 100 nm do prostoru

roztoku. Plazmony jsou velmi citlivé na zmény prostredi,

Zdroj Rezonancni uhel,
ve kterém se pohybuiji. SPR tak umoznuje detekovat zmény svétla - kdy vznikaji plazmony
diky vazbé protein( na povrchu zlaté vrstvy. laser

Zlato je pokryto dextranem, na ktery se imobilizuje jeden

interakéni protein. Detektor

Druhy protein je pfidavan do pufru, kterym je promyvan povrch

s imobilizovanym proteinem. Sklenény hranol
Po vzniku komplexu protein-protein na povrchu dochazi ke
zmeéneé rezonancniho uhlu 0, kterou detekujeme.

Sledujeme kinetiku vzniku komplex( v redlném Case.



SPR prakticky

Imobilizujeme protein L — ligand na SPR Cip. Asociace Saturace Disociace
Nasytime vazebna mista na povrchu bez = prdtok priitok
imobilizovaného proteinu L o 0 o g

' 2.0 @ @0 900060 22000

Promyjeme Cip pufrem.
Promyvame Cip druhym proteinem A - analyt.

Detekujeme zménu signalu. dR
J g M =k, - [L] - [A] — k4[LA] ¢ Saturace Ky: — = —k; 'R

2 T 2.2 e . . . . dt dt

Pocatecni cast krivky ukazuje kinetiku asociace ¢
. o C
obou proteinu. %
Zavérecna cast krivky popisuje kinetiku disociace 2
|

obou proteinu. o |promyti
Fitovanim vazebnych modell ur¢ime hodnoty
rychlostni asociacni k, a disociacni k; konstanty. .
Asociacni rychlostni konstanta k, popisuje rychlost tvorby komplex, tj. pocet Cas (S)
komplexu LA vytvorenych za sekundu v jednomolarnim roztoku L a A.
Jednotka k, M1s'! v biologickych systémech je hodnota k, mezi 1.10% a 1.10’. A poméru kd a ka urcime
Disociacni rychlostni konstanta k4 popisuje stabilitu komplexu, tj. podil rovnova’inou disociaénl’ konStantu KD'

komplex, které se rozpadnou za sekundu. Jednotka kj, je s a v biologickych
systémech se obvykle pohybuje mezi 1.101 a 1.10°®.
Kdyz k41,1025t = 0,01 sX. To znamena, Ze 1 % komplexu se rozpadne za sekundu. www.sprpages.nl



https://www.sprpages.nl/

ITC — Izotermalni titracni kalorimetrie

popis interakce merenim reakcniho tepla

Princip

Mérime reakcni teplo, které se uvolni nebo
spotrebuje po pridani proteinu injektorem
do roztoku proteinu v mérici cele. Injektor
ma tvar lodniho sroubu, ktery micha smeés
vV meérici cele.

Teplota cely se vzorkem je srovnavana

s teplotou referencni cely, ktera obsahuje
pouze pufr.

Kdyz dojde ke zméné teploty mezi celami,
dojde k zahrati nebo ochlazeni cely se
vzorkem. Teplo, které je vyménéno pro
vyrovnani teplot je zapsano po kazdém
pridavku proteinu z injektoru. Vysledkem je
titracni krivka - sigmoida.

Ze znamych molarnich koncentraci a
zmeny tepla urcime molarni vazebnou
entalpii - teplo vazby proteinu.

I
o

http://www.youtube.com/watch?v=cY|5I0ELaVI

https://youtu.be/o_IpWcWKNXI?t=44



http://www.youtube.com/watch?v=cYj5IOELaVI
https://youtu.be/o_IpWcWKNXI?t=44

ITC
prakticky

Urcime co nejpresnéji koncentrace protein(.

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.

Zmeérime titracni kriku.

Odecteme ,blank” titraci od titracni krivky.

Normalizujeme na koncentrace proteinud 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 protein(.

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

kcal/mol DNA

Time (min)
10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

M

Y
8
= 15 7
B B B B a m e I
0+ _
| AH=-108 kcal mol™* A
20 AS=-317 cal K* mol* y
404 K=16310 _
N=0.25
.60 AH )
i /
-80 - ! N |
i 1
-100 -} : -
-120 | ™1 o : ™1 -
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

Molar ratio

Vazebna entalpie AH

Stechiometrie N

Vazebna konstanta K,

Volna energie AG
vypoctena z AG = -RTInK,

Zmena entropie AS
vypocCtena z AG = AH -TAS



Srovnani kvantitativnich

metod

AF

MST

SPR

ITC

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 5
m Spotreba vzorku

_ 3 Délka pripravy vzorku a méreni
_ 10 ®Presnost uceni KD

Uzivatelska privétivost
Ano - znaceni fluoroforem

I
3
K
Ano - znaceni fluoroforem
B
4
.
7
Ano - imobilizace na povrchu
;b
6
[

Ne — bez znaceni a modifikace

Modifikace proteinu



Kde se muzete dozvedet
vice?

C7230 Fluorescencéni metody ve védach o zivote -
cesta od molekuly k bunce

C7235 cviceni

Teoreticka vysvétleni principu fluorescence a
praktickd vyuka aplikace fluorescencnich pfistupu
Podzim 2021

F9070 Experimentalni metody biofyziky
Predndasky odbornikl a exkurze do vyzkumnych
laboratori mezinarodné uznavanych spolecnostj
Podzim 2021

jlol"'s .

“Thermo Fisher 20 November 2018 § 3


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/predmet/sci/F9070?lang=cs&obdobi=7984

Prakticky — ﬁtOVénl’ vazebné http://www.lablifeb.org/courses/
krivky pro chytré hlavy

/ Vyzkouset, jak se meni tvar vazebné krivky
v zavislosti na K, si muzete v souboru

w

2 17 1.36

50
60

IS
Bl ol e ) It i I

¥ g8 5 2 8 2 8 g B

KD_vliv_na_tvar_krivky.xlsx

kdyz ruéné zmenite hodnotu K, na radku 16. .

’8 Automatické fitovani dat v Excel minimalizaci
souctu druhych mocnin odchylek mérenych dat @ o s o, s

fitovanych hodnot za pouziti dopliiku ReSitel R Lot
(Solver) si mlzete vyzkou$et v souboru B B a
Automat_KD_fit.xIsx o

Videondavod, jak aktivovat doplnék Resitel (Solver)

v programu Excel je v souboru
Resitel_Solver_ON.mp4

S [ |
sofe|= |~
=
=}
=

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
http://www.lablifeb.org/courses/
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