


Povrchova plazmonova rezonancia
(SPR)

- Rezonancna oscilacia elektronov na rozhrani materialov s rozdielnou optickou
hustotou

- Imobilizacia makromolekuly na povrchovu vrstvu kovu

- Druha interagujuca molekula privadzana uzkou kapilarou

- Oziarenie monochromatickou vinou, spifiajicou podmienky rezonancie
- ,Uplny odraz“, prostredie s vy$§im indexom lomu  —niz&i index lomu
- Vznik plazmonovej viny (oscilacia elektronov) a jej meranie

- Naviazanie a zmena tvaru makromolekuly meni index lomu zmena-signalu

- Moznost zistit nielen disociaCnu konStantu ale aj kinetické konst. vzniku a
rozpadu komplexu




Conjugated .-
Ligand s

Dextran -~

Angle of
i Reflection

Metal Surface:r

Surface Plasmon
Resonance Angle

- Reflected Light
- Absorbed Light

wseeeeeeee Flow Cell

Detector

o1}
[ =

S £ 5
& (]
8§ £ §
= 9 =
¢ 2 3
I(nﬁ

Light Source




Dynamicky rozptyl svetla (DLS)

- Charakteristika velkosti a tvaru makromolekul
- Oziarenie vzorky monochromatickym svetlom

- Po dopade na malé Castice sa svetlo rozptyluje do vSetkych smerov (Rayleigho
rozptyl) priCom pri kontinualnom snimani je mozné stanovit Brownov pohyb
danej molekuly, ktory definuje jej velkost

- Malé Castice, rychly pohyb Velké Castice, pomaly pohyb
- Difuzny koeficient Castic
- Monodisperzia/polydisperzia

- Hydrodynamicky polomer
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414 nm

UV excitation

Forsterov rezonancny prenos
energie (FRET)

@ :jor:nemission
r— - Vymena energie medzi dvomi svetlo-citlivymi
molekulami

414nm
UV excitation

- Donorova molekula v exc. stave odovzda energiu
akceptorovej cez dipol-dipdl interakciu, dolezita je
vzdialenost

- Detekcie réznych interakcii, medzi proteinmi, medzi
doménami proteinov

- Moznost aplikacie in vivo
hv\ hv\ ‘_4




Koimunoprecipitacia (Co-IP)

- Casta technika na studium Specifickych proteinov a ich interakénych partnerov
vo vzorkach buniek alebo tkaniv

* najma na identifikaciu novych protein-proteinovych interakcii a ich validaciu

- fyziologicky relevatna metdda nepriamej identifikacie protein-proteinovych
interakcii

- vyuziva protein-Specifické protilatky na vychytavanie proteinov viazanych v
komplexe s inymi proteinmi (Casto neznamymi)
- Bait <-> pray protein




Priebeh koimunoprecipitacie

tvorba bunkovych lyzatov pomocou nedenaturacnych Cinidel
pouzitie Specifickej protilatky
naviazanie antigénu zo vzorky na protilatku

precipitacia a premytie antigénu a na hom naviazanych proteinov
* precipitacia pomocou agarézovych/ magnetickych guliCiek

vymytie a analyza proteinov naviazanych na antigéen

' . ' \ 7 . Protein A agarose beads
. Protein A agarose beads

Cell lysis by non- Incubation of cell Removal of _ _
ionic denaturant lysate with antibody unbounded proteins WB/MS analysis

https://www.mybiosource.com/learn/assay-learning-center/coimmunoprecipitation/



Imunoprecipitacia vs.
Koimunoprecipitacia
Imunoprecipitacia — ciefom metody je Koimuprecipitacia — cieflom metody je

ziskat' primarny ciel => antigén ziskat sekundarny ciel => proteiny
interagujuce s antigénom
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https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-methods/co-immunoprecipitati



Vyhody
Nevyhody

- vysoko Specificka a velmi jednoducha
metoda

- podmienky podobné fyziologickym

- prevedenie metody, konformacia
ziskaného proteinového komplexu

- identifikacia proteinov vyskytujucich sa
v bunke vo velmi malom mnozstve

- ziskany komplex je pripraveny na
analyzu dalSimi metoédami
- WB, MS

VS.

- slabé signaly z nizko-afinitnych

proteinov

- nevhodné pre rychle proteinoveé reakcie

- narocna izolacia vefmi afinitnych

protilatok

- nutnost vyberu spravnej vysoko-

Specifickej protilatky




Iné typy imunoprecipitacie

RNP_imunoprecipitacia
- izolacia miRNA z RNP komplexov

Principle of RIP-Assay

mRMNA and REF in cell extract

Cell Lysis
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DNA purification and
quantitative PCR




Pull-down assay

- In vitro afinitni purifikacni metoda
- Podobna koimunoprecipitaci

- Zachyt proteinovych komplext na povrch matrice prostfednictvim interakce
kratké fuzované sekvence nebo vazbou (tzv. afinitni znacky, se specifickym
ligandem imobilizovanym na povrchu matrice)

- Pro studium proteinovych interakci je vyzadovano klonovani a prenos cizorodé
rekombinantni molekuly DNA do bunék za ucelem exprese proteinu fuzovaného
s afinitni znaCkou

- Vyhodou je moznost identifikovat i interakéni partnery riznych
nizkomolekularnich ligandu (napf. kofaktoru)




Affinity ligand

Prubéh

- Imobilizace afinitniho systému (ligand) specifického

pro afinitni znacku (tag) na pevny nosic
- Exprese rekombinantnich fuzné znaCenych

proteinu nebo vazba afinitni znacky na protein

(tzv. navnada) ->imobilizace na afinitni systém

- Inkubace se zdrojem interakCnich partnert
(tzv. kofist)
wash + elution o
- Promyvani a eluce

% - Analyza
—» pepl
digeatiun%]




Systemy afinitnich znacek a jejich
partneru

afinitni znacka sekvence afinitni znacky imobilizovany interakéni partner
Peptidové FLAG DYKDDDDK protilatka anti-FLAG
znacky HA YPYDVPDYA protilitka anti-HA
oligoHis (6-10mer) HHHHHH(HHHH) chelat niklu nebo kobaltu
Myc EQKLISEEDL protilatka anti-Myc
SBP e e poconts o streptavidin
Avi GLNDIFEAQKIEWHE streptavidin
Strep WSHPQFEK streptavidin
V5 GKPIPNPLLGLDST protilatka anti-V5
Proteinové GST (glutathione S-transferase) glutathion
znatky MBP (manose-binding protein) amyléza

https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/395/4488.pdf




GST system

Glutathion S-transferaza (211 aminokyselin, 26kDa)

DNA sekvence integrovana do expresnich vektorlt pro produkci
rekombinantniho proteinu

GST protein fuzovan k N-konci rekombinantniho proteinu

Vysledek: GST- znaCeny fuzni protein

Vazba enzymu se substratem glutathionem (GSH) 0

HoMN
E OH

Redukovany GSH na pevném nosici (skrz sulfhydrylovou skupinu)

oH 0% “NH
D’fhhrgfmiu’fhhwfgﬁmhfﬁUEEJHLHEEFSth;lhTﬁﬁn
OH LMH

HO (1]

Agarose
Bead

Immaobilized Glutathione

https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-
center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-methods/gst-tagged-proteins-production-
purification.html
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His-tag system
- 6-10 histidinovych zbytku

- DNA sekvence integrovana do expresnich vektoru pro produkci
rekombinantniho proteinu

- Fuzovano k N- nebo C- konci rekombinantniho proteinu
- Vysledek: fuzovany protein s 6xHis nebo poly-His-tagem
- Vazba His-fetézce k imobilizovanym kovovym ionttim (Ni2+, Co2+, Cu2+)

- Imobilizace iontl chelataénim Cinidlem (NTA, IDA) Histidine

%

Imidazole




Imidazole

Q

&
QL 0 oovo
9 QYo

& 'é,\) w% &

https://www.researchgate.net/figure/Immobilization-of-His-tagged-protein-on-Ni-2-NTA-surface-A-linear-sequence-of-6-
12_fig1_44626558v
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- Biotin (vitamin H) je mala molekula v bo¢nim fetézci s kys. valerovou
- Jeji karboxylova skupina muze byt chemicky modifikovana
- RUzné reaktivni skupiny cili proteinové ¢asti (-NH2, -SH)
- Imobilizace na avidin
- Vznika extrémné silna interakce biotin-avidin
- Pro eluci jsou nutné drsné podminky zpusobujici denaturaci

- Komercni dostupnost alternativnich Cinidel pro znaCeni biotinem, modifikované
avidinové pevné nosice

https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-methods/avidin-biotin-
interaction.html




Proximity ligation assay (PLA)

- Detekcia proteinov, proteinovych interakcii, translacnych modifikacii proteinov
- Vazba dvojice sond — Specifické protilatky s naviazanymi oligonukleotidmi na protein/komplex prot
- In vitro — Solution phase PLA, Solid phase PLA

- In situ — skumanie endogénnych proteinov v tkanivach, bunecnych kultur



https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/395/4492.pdf
https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/395/4492.pdf
https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/395/4492.pdf

Solution phase - v
kvapalnej faze

1. Pridanie sond ku vzorku
2. Pridanie spajacieho oligonukleotidu a DNA ligazy

3.  Amplifikacia a detekcia — qPCR

- NenaroCna metoda — velky pocCet vzoriek

- Vysoka citlivost' - femtomoly

https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/395/4492.pdf



https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/395/4492.pdf
https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/395/4492.pdf
https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/395/4492.pdf

Solid phase — na pevnej faz

- Podobnost ELISA

- Naviazanie proteinu na protilatku uchytenu na pevnej
vrstve

- Nasledovné pridanie sond, amplifikacia & detekcia a
v kvapalnej faze

https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/395/4492.pdf



https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/395/4492.pdf
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https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/395/4492.pdf

In situ

- Interakcia protein-protein

- Interakcia protein-
modifikovany protein

- Vyuzitie sekundarnych sond

- Rolling circle amplification
(RCA) — syntéza cDNA

- Phi29 DNA polymeraza

- Produkt amplifikacie zostava
naviazany na cielovy protein

- Detekcia pomocou ]
hybridizacie s fluorescencne
znacnymi oligonukleotidmi

|

|

hybridizace/ligace

post-translaéni
modifikace

A

PLA
sonda

(

PLA sonda
‘priming"

protein



https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/395/4492.pdf
https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/395/4492.pdf
https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/395/4492.pdf

« PokrocCila analyza, moznosti sledovania viacerych analytov

« Citliva — schopnost sledovania jednotlivych molekul

» Prirodzené prostredie, specificky signal lahko rozlisitelny od nespecifického
« Molekularna onkoldgia, diagnostika, farmakologia

* Neda sa vyuzit' in vivo
* Nie je mozné identifikovat nové proteiny

https://bitesizebio.com/22920/proximity-ligation-assay-pla-
for-dummies/

https://www.youtube.com/watch?v=RFTbb5xd6i
Q
https://bitesizebio.com/22920/proximity-ligation-
assay-pla-for-dummies/
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|zotermalna titracna kalorimetria (ITC)

» Kvantitativna analyza proteinovych interakcii

* Bez znaCkovania

 Zistenie vsetkych parametrov interakcie

* \VV nativhom stave

» Zistenie vazobnej afinity (Ky), reakcnej
stechiometrie (n), reakcnej entalpie (,H)
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» Referencna cela — voda (pufor)
» \/zorkova cela — protein

1.Pridanie ligandu striekackou

2.Zaznamenanie zmeny teploty (exotermicka x
endotermicka reakcia)

3.Reakcia detektoru - mikrokalorimetru (znizenie x
zvysenie privodu tepla)
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 Metoda merania termodynamickych vlastnosti protein-
proteinovej interakcie

« Zistovanie stechiometrie, enzymovej kinetiky, specificity

* Popisovanie mechanizmu interakcie

* Bez nutnosti znacenia

*+ Vysoka spotreba vzorku
*» Citlivost na bubliny, agregaciu
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Proteinove Cipy

- Vysoce vykonna in-vitro metoda
- Mnoho zpusobu detekce, znacené i neznatené metody

- Detekce proteinu, posttranslacni modifikace, identifikace interakci a ligandovych
receptoru

- Podobna DNA Cipum
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Ohromné mnozstvi kombinaci testovano zaroven

Teoreticky i cely proteom bunky testovany zaroven

Nutnost navazat proteiny na matrici
Velmi slozité

Velmi drahé




