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eTvorba komplexu
eKlicova role ve vétsine bunecnych procesech

eProteinova sit - interaktom
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eStudium bunecné fyziologie, enzymove Kinetiky, identifikace funkci
neznamych proteinu

®

eSpecificke interakce - specificka funkce
& e[Klasifikace:

Slabé prechodne

Silne trvale

Protein-Protein Interactions and Assays, Munazza ljaz, Mahmood-ur-Rahman Ansari and Muhammad Igbal, DOI: 10.5772/intechopen.77337
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& eStudium biologicke aktivity, enzymove Kinetiky, strukturni zmeény
& eMcreni termodynamickych parametru interakee:
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Metody pro studium protein-proteinovych a protein-ligandovych interakci, Durech M., Tréka F., Vojtések B., Miiller P,, Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S75-S81



[zotermalni titracni kalorimetrie [TC

1 — vzorkova cela

2 —referentnicela

3,4, 5, 6 —elektickd topna télesa

7 — Cidlo zaznamenavajici rozdil teploty mezi
celami

8 — adiabaticky plast

9 —injektor

10 - michadlo

XL

%
1

’4’
h
,4
7

va .-‘\ﬁ.f‘xl
3 4!

Metody pro studium protein-proteinovych a protein-ligandovych interakci, Durech M., Tréka F., Vojté$ek B., Miiller P,, Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S75-S81



[zotermalni titracni kalorimetrie [TC

konec
titrace

Slope: 1/Kd
\
Y :

bod
ekvivalence

zacatek
titrace Y 0.5 1.0

Molar ratio

Metody pro studium protein-proteinovych a protein-ligandovych interakci, Durech M., Tréka F., Vojtések B., Miiller P,, Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S75-S81



®

®

®

®

®

®

Mikroskopicka termoforéza MST

[nformace o velikosti molekuly, naboji

Studium:
enzymova kinetika

termodynamika interakce

mechanismus vysoce alinitnich interakei proteinu

Rizeny pohyb molekul v teplotnim gradientu

Opticka metoda
Biologicke tekutiny (krev, lyzaty)
Fluorescence:

Vneéjsi

Vnitini (aromatické AMK)

- Malé mnozstvi vzorku
- Velikost molekul neni
limitovana
- Bez imobilizace

Nevyhoda

- Fluorescencni znaceni

MicroScale Thermophoresis: Interaction analysis and beyond, Moran Jerabek-Willemsena, Timon André, Randy Wanner, Heide Marie Rotha, Stefan Duhra, Philipp Baaske, Dennis Breit, https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2014.03.009



Mikroskopicka termoforéza MST
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MicroScale Thermophoresis: Interaction analysis and beyond, Moran Jerabek-Willemsena, Timon André, Randy Wanner, Heide Marie Rotha, Stefan Duhra, Philipp Baaske, Dennis Breit, https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2014.03.009



Metody zalozene na
hmotnostni spektrometrii

& Cross-linking
@ Protein painting

& Hydrogen/Deuterium Exchange



Cross-linking

Zachyceni prechodnych nebo slabych PPI, stabilizace interakci
Zesitovaci cinidla obsahuji na koncich dve reaktivni skupiny,
ktereé se kovalentné vazou na funkcni skupiny proteinu:

primarni aminy -NH?2

karboxyly -COOH

@_. HH ] -l i :
—t } )
& 1Y

Sulftydryl-
activated
Maleimide-activated Enzyme Antibody

o W,

thioly -SH

Reactive group

karbonyly -CHO

Enzyme-Antihody Conjugate

Crosslinking Applications, Thermo Fishe



Cross-linking

Cross-linking se provadi jak in vivo, tak in vitro
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Protein target

Pro vyvhodnoceni pomoci MS jsou proteiny denaturovany a stépeny proteazou.
Identifikace na zakladé zmény hmotnosti vyplyva z pripojeni bud” deuterované nebo

nedeuterovaneé molekuly zesitovaciho cinidla.

Nevyhoda: nékdy je pro zesitovaci molekuly obtiZné se dostat k mistu interakce

proteinu, proto se mohou vyskytovat falesn¢ negativni vysledky

ibrese and Pukala, ‘Chemical Cross-Linking and Mass Spectromet or the Structural Analysis Protein Assemblie



Protein painting

Pomcrne nova metoda vyuzivajicl

o

molekuloveé ,barvy”, které se vazou na

povrch proteinoveho komplexu, nikoli na
misto interakce proteinu

Rychla metoda, nevyzaduje zadny specialni
software

Ve vysledku jsou spektra jen vazebnych mist,

protoze ,obarvene” oblasti nejsou viditelné
pro MS

Molekulove ,barvy*

& Acid Orange 50

® R495034
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Protein painting

Dissociation of Denatured:
painted reduced / alkylated
complex

Native complex Native complex
unpainted painted

O-ring DOQL
' Molecular

Hot spot paint
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Polypeptide
chain

Molecular paint
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Molecular paints

king the Secrets to Protein—-Protein Interface Drug Targets Using ¢ ctural Mass Spe¢ netry Techniques’, 20



Protein painting

MS sequence
of peptides

Trypsinization yields 9 ) Cleavage exclusively from
fragments - Trypsin 5 of interaction zone

exclusively from S H 5“*’_”5 J_ unpainted
unpainted interface H peh ~ regions 811

regions.
Painted regions
are invisible to
mass spectromelry

=
I

Trypsin cleavage blocked Trypsin fails to cleave
by paint molecules painted regions

Nevyhoda: pokud je ve vazebném misté malo oblasti pro Stépeni trypsinem, vede to ke
snizeni rozliseni mérenych peptidu

chin d Liotta, ‘Unlocking the Secrets to Protein-Protein Interface Drug Targets Using ! ctural Mass Spe¢ netry Techniques’, 20



Hydrogen/Deuterium Exchange

& Deuterium se pouziva k prechodnému znaceni amidu v proteinove kostie

& Rychlost vymeny vodiku za deuterium poskytuje informace o pristupnosti amidu pro

| &4

rozpoustedlo D,0 = amidy v linearnim peptidu maji vyssi pomer rychlosti vymeény

H/D nez amidy na rozhrani PPI, protoze jsou lépe pristupne



Ciin

Hydrogen/Deuterium Exchange

¥

Incubation with
D0

Pepsin Digestion

Mass Spec.
Analysis

Individual Protein Protein Complex

Yol netry 1ecnniques, 20



Hydrogen/Deuterium Exchange

Deuterium se pouziva k prechodnému znaceni amidu v proteinoveé kostre

Rychlost vymeény vodiku za deuterium poskytuje informace o pristupnosti amidu pro

4

rozpoustédlo D,0 — amidy v linedrnim peptidu maji vyssi pomér rychlosti viymény

H/D nez amidy na rozhrani PPI, protoze jsou lépe pristupné

K identifikaci se vyuziva software, ktery srovnava hmotnostni spektrum
deuterovanych a nedeuterovanych peptidovych fragmentu. Peptidy, které maji mensi

obsah D mohou byt soucasti mista, ve kterém dochazi k PPI

Nevyhody: je obtizné stanovit presnou sekvenci v misté interakce, neni mozné
stanovit konformacni zménu proteinu nebo zaznamenat slabe interakce



Koimunoprecipitace

in vivo metoda pro studium proteinu a jejich interakcenich partnert v bunkach nebo ve
vzorcich tkani

princip je zalozen jako u ostatnich imunoprecipitacnich technik na interakci antigen-
protilatka

specificka protilatka — protein vazany v komplexu s jinymi proteiny (casto i
neznamymi)

alternativa k afinitni chromatogratfii



Prubeh
Koimunoprecipitace

> priprava lyzatu (nedenaturacni

cinidla)

> tvorba imunokomplexu

» precipitace

> promy t1 nes pec ifick YSEYV aZ 'Jj icich :_';II:IEJ;;’JanT :“::t:l"ﬂrh T.-.:;?Lu ﬁ-.et?:u;ﬂ:g proteins WB/MS analysis
proteinu
» eluce

» analyza komplexu s protilatkou

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



Shrnuti

& Vyhody:

& vysoce specificka a velmi jednoducha metoda

& proteiny interaguji behem teto metody téemer ve lyziologickém stavu

& ziskany komplex je mozné analyzovat dalsimi metodami (western blot, MS)

& daji se takto identilikovat proteiny, které se v bunce vyskytuji i ve velmi malém mnozstvi
& Nevyhody:

& slabsi interakce z nizkoafinitnich proteinu nemusi byt detekovany

& narocna izolace protilatek s vysokou alinitiou

4 nenivhodna pro interakce, ke kterym dochazi v kratkém casovem obdobi



Pull down assay

& [n vitro purifikacni metoda pouzivana ke studiu interakci mezi dvéma nebo vice
proteiny

& podobna koimunoprecipitaci s tim rozdilem, ze pro zachyt proteinovych komplexu na
povrch nosice neni pouzivana protilatka, ale vyuziva se vazby afinitni znacky se
specifickym imobilizovanym ligandem

& Kklonovani a prenos cizorodé rekombinantni molekuly DNA do bunék — exprese
fuzovancho proteinu se znackou
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analyza (napr. western blot)

Displacad Intaracting Complax

https://www.mybiosource.com/learn/assay-learning-center/coimmunoprecipitation/
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-center/protein-biolo




Shrnuti

& Priklady afinitnich znacek a jejich ligandu
& Vyhody
& moznost identifikovat i interakcni partnery
ruznych nizkomolekularnich ligandu (napf.
kofaktoru) po jejich kovalentni modifikaci
afinitni znackou

& Nevyhody

& vyzaduje klonovani a prenos cizorode
rekombinantni molekuly DNA do bunky




Povrchova plazmonova rezonance

& SPR, Surface Plasmon Resonance
& zalozena na oscilaci elektronu na rozhrani dvou materialti o rtznée opticke hustoté

& ozareni monochromatickym svetlem zpusobuje rezonanci plazmont na povrchu a
vznik plazmonove viny

& rezonance zavisla na indexu lomu svetla

& imobilizace jednoho interakcniho partnera na povrch kovu (kovalentni, pomoci
protilatky, pomoci znacky)

& kolem imobilizované molekuly proudi roztok s interagujici latkou

Metody pro studium protein-proteinovych a protein-ligandovych interakci, Durech M., Tréka F., Vojtések B., Miiller P,, Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S75-S81
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Forsteruv rezonancni
prenos energie

|

® FRET

& prenos energie mezi dvéema chromofory
(molekulami citlivymi na svétlo)

& donorova molekula v excitovaném stavu

& prenos energie na akceptor pres dipol-dipolovou
interakci

HEEEEENR IIA

I

Acceptor

& extremne citliva metoda na vzdalenost molekul

@ studium interakce mezi proteiny a proteinovymi
doménami

https://www.thermofisher.com/cz/en/home/references/molecular-probes-the-handbook/technical-notes-and-product-highlights/fluorescence-resonance-energy-transfer-fret.html



Bimolekularni fluorescencni komplementace

BiFC

FLUORESCENCE

In vivo metoda

Vznik fluorescencniho
komplexu (napr. YFP -
yellow fluorescent protein)
asociaci 2 fragmenti
fluoroforu

(N a C fragment)

Kazdy z fragmentu navazan
na jeden protein zajmu

Detekujeme silu i lokalizaci
interakce

Upraveno z YouTube kanalu:



https://www.youtube.com/watch?v=g6XeVH08xzY&t=12s
https://www.youtube.com/watch?v=g6XeVH08xzY&t=12s
https://www.news-medical.net/life-sciences/Bimolecular-Fluorescence-Complementation-(BiFC).aspx
https://www.news-medical.net/life-sciences/Bimolecular-Fluorescence-Complementation-(BiFC).aspx
https://www.news-medical.net/life-sciences/Bimolecular-Fluorescence-Complementation-(BiFC).aspx
https://www.news-medical.net/life-sciences/Bimolecular-Fluorescence-Complementation-(BiFC).aspx
https://www.news-medical.net/life-sciences/Bimolecular-Fluorescence-Complementation-(BiFC).aspx
https://www.news-medical.net/life-sciences/Bimolecular-Fluorescence-Complementation-(BiFC).aspx
https://www.news-medical.net/life-sciences/Bimolecular-Fluorescence-Complementation-(BiFC).aspx
https://www.news-medical.net/life-sciences/Bimolecular-Fluorescence-Complementation-(BiFC).aspx
https://www.news-medical.net/life-sciences/Bimolecular-Fluorescence-Complementation-(BiFC).aspx
https://www.news-medical.net/life-sciences/Bimolecular-Fluorescence-Complementation-(BiFC).aspx
https://www.news-medical.net/life-sciences/Bimolecular-Fluorescence-Complementation-(BiFC).aspx

Bimolekularni fluorescencni komplementace

+

zobrazit lokalizaci vznikajici interakce v
zavislosti na Case

Vysoka citlivost - detekce i pri nizkych hladinach
interagujicich proteinti

Neni zapotrebi dalSich chemickych reagentti

MULTICOLOR IMAGING: umoznuje vizualizovat
nékolik P-P komplext v ramci jedné bunky

® Pomala maturace fluoroforu - muze ovlivnit
vizualizaci kratce trvajicich ¢i proménlivych
interakci

& Nevhodné pro anaerobni organismy (posledni
krok maturace fluoroforu vyzaduje kyslik)



Yeast two hybrid
(Y2H)

Kvasinkovy dvouhybridni systém

Rekonstituce domén transkripcniho
faktoru GAL4 - spusténi transkripce
reportérového genu

Aktivacni doména (AD) GAL4 je
fuzovana s jednim a DNA vazebna
(BD) doména s druhym proteinem
zajmu

Rizné expresni vektory s HIS-tagy na
C i N konci pro expresi v E. coli

Selekcni markery (Trp, Leu)

Reportérové markery (His, Ade)
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Yeast two hybrid
(Y2H)

+ Cp

& Velmi citliva metoda - vhodna pro Sirsi & VySSi mira faleSné pozitivnich i
screening negativnich vysledki - nutno oveérit

& Metodicky snadné pouzitim jiné metody

& Ekonomicky nenarocna



Dekujeme za pozornost



