PREDSTAVITEV NA POVRSINI

DVOHIBRIDNI SISTEMI
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The filamentous phage, shown above, acts as a virus to attack bacteria.

http:/iww.eng.auburn.edu/research/centers/audfs/research.html
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Predstavitev na povrsSini

Displayed peptide
or protein

Nitasti fagi lahko na povrsini izrazajo
(kot del lastnih proteinov) proteine, za
katere smo zapis vnesli na ustrezno
mesto fagne DNA.

‘4. Gene [l protein (plll)

Phage genome
Gre za izrazanje fuzijskih proteinov, Displayed protein gene
ki so zaradi lokalizacije na povrsini
‘imobilizirani’ in zato primerni za
testiranje s potencialnimi ligandi.

Coat protein (pVIil)

Na povrsSini lahko izrazimo veliko Stevilo mutantov nekega zaporedja, nato
pa selekcioniramo tiste, ki specificno interagirajo z neko snovjo (drugo
makromolekulo ali antigenom ipd.). Tako lahko preucCujemo interakcije
med proteini, doloCamo afiniteto in specificnost povezav.



Predstavitev na povrsini /2

Z izrazom “predstavitev na povrSini” ali “predstavitev na fagih” pogosto
oznacujemo tudi selekcijsko tehniko, ne samo to, da je rekombinantni
protein izrazen na povrsSini. Pomembno je tudi, da sta DNA z zapisom in
izrazeni protein prostorsko povezana, tako da lahko zlahka doloCimo
nukleotidno zaporedje zapisa za protein, ki ima iskane lastnosti.
Postopek selekcije se imenuje izpiranje (biopanning).

Podobno kot pri fagih lahko zapis za zeleni protein vkljuCimo v gen za
protein, ki je lokaliziran na zunanji membrani prokariontskih ali
evkariontskih celic. Bakulovirusi nam omogocajo, da pripravimo proteine,
izrazene na povrsini virionov oz. insektnih celic.

Pri predstavitvi na povrsini ribosomov ustavimo prevajanje v fazi, ko sta
nanj vezani tako veriga mRNA kot tudi nastajajoCa polipeptidna veriga.



Predstavitev na fagih

Nitasti fagi (M13) lahko vgrajujejo dodatne (poli)peptide kot fuzijo s proteinom VI
(do ~270 kopij pri 10 % ucinkovitosti) ali proteinom Il (1-5 kopij).

| =Presented- protein or peptide

Dolzina inserta znotraj gena VIll je omejena na ~80 bp; daljSe fuzije zmanjSajo
infektivnost faga M13, ki jo posreduje ta protein.

Ce gre za apikalno fuzijo (gen 1ll), je protein lahko vegiji.



Predstavitev na fagih /2

Obstajajo tudi sistemi za predstavitev na fagu T4 in T7 (T7-Select, Novagen).
Peptidi so tu lahko dolgi do 50 aa in se v rekombinantnem fagu izrazijo 415x,

dolge fuzije pa so lahko do 1200 aa, a v le 1 kopiji/fag. Oba faga sta bistveno
vecja od M13 in sta liticna.

o™

mmmmm

-
= Moy

Nhe | 20373
BssH Il 21206
Pst 21380
BamH 1 21417
EcoR WV 21425

[ & uw ] - =1
o = o 0 o W 5] 2]
2 5ok N 28 §8 ¥y 8 88, ¥ e g
= . s d f=2=1 o™ = & © & i
— o T = \‘19: [V I ] Rih_ L] _-'Kl - ] ]
= r - = = —w == = i3 - = _ ] —
cg g - % = \:k_, [ — = O I T o ] = =
= Q2 0 = = W L= m O l.'l!/t_J L] (=18 [ =
[%5] W meEe = 0o o o '-‘L’,LLI‘/‘_ w = = w [N

N
~

| 25IOO SDIDEI TE:DCI 'IOOIOO 125|DE| 15EIIDEI 'I?EIIDCI 20[]:00 225|C|D 25?00 2?|500 SDEIIDD 325|'DC| 35?00

T7Select1-2a
(37.,245bp)




Fagne predstavitvene knjiznice

Na povrsSini lahko izrazimo vecje Stevilo cDNA ali mutantov, ki predstavljajo
kombinatoricno knjiznico. Izrazimo lahko peptide, enoverizne fragmente protiteles
ali druge polipeptide s terciarno zgradbo.

(a) Peptide libraries

urconstraint  constraint
. g

One segment of
randomized sequence Linear peptide Constrained peptide

(b) Libraries of antibody fragments
Heavy-chain genes

==, O O
Six segments of Fab scFv Camelized ey .
randomized sequence heavy chaing

(c) Libraries of folded proteins described in the review

O
Twa segments of
randomized sequence Surface patch repertiore




-\

Fagne predstavitvene knjiznice /2

Komercialno dostopne so fagne predstavitvene knjiznice, ki na povrsini virusov izrazajo
cDNA iz normalnih in obolelih celic (npr. cDNA iz moZganov pacienta z Alzheimerjevo boleznijo ali iz
razli¢nih rakastih tkiv) (600 USD/100 pl; >108 pfu). Knjiznico pa lahko pripravimo tudi sami iz
specificnih tkiv/celic, ki nas zanimajo.

Kupimo lahko tudi knjiznice fagov, ki na povrSini izrazajo nakljucne peptide (7-mere ali 12-mere,
vezane preko 4-peptidnega liganda na plll; knjiznice Ph.D., New England BioLabs).

Dobljeno knjiznico lahko namnozimo, vendar lahko pri tem pride do spremenjene
zastopanosti posameznih zaporedij.

Ph.D.™-12 Phage Display Peptide Library

Catalog # Size Concentration Price Dty

ES111L 50 panning experiments 1 x10'° pfu/ml  $1,260,00 1 ADD TO CART
Fricas are in U5 dollars and valid only For US orders.

Download: Technical Bulletin | MSDS PDF

DescHpton:

The Ph.D™-12 Phage Display Peptide Library is based on a combinatorial library of random
dodecapeptides fuzed to a minor coat protein (pIII) of M13 phage (1-&8). The dizplaved
peptide [12-mer) iz expressed at the N-terminus of plIl, i.e., the first residue of the mature
protein is the first randornized position, The peptide is followed by a short spacer (Gly-Gly-Gly-
Ser) and then the wild-type pIIl sequence. The library consists of approximately 2.7 » 10
electroporated sequeances armplifiad once to yield approximataly 100 copies of each sequence
in 10 pl of the supplied phage,



B-LYMPHOCYTE
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Priprava virionov

Fagmidni vektorji za tvorbo virionov rabijo pomozni fag
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Selekcija

Postopek selekcije klonov (‘izpiranje’):




Postopek selekcije

Pri selekciji lahko delamo tudi s 5 x 1010 razlicnimi kloni hkrati. Peptidna knjiznica z naklju¢no
razporeditvijo 7 aa ima 6,4 x 107 razlicnih zapisov, taka z 12 aa pa 4 x 1015 zapisov. Ker imajo obiCajne
peptidne knjiznice 108 — 109 razlicnih klonov, pomeni da knjiznice z 12-mernimi peptidi na povrsini fagov
niso vec popolne.

Z vsakim ciklom selekcije (izpiranja) dosezemo 100-1000x izbor. ObiCajno postopek ponovimo 3x.
Molekule, ki delujejo kot tarCe, so obiCajno imobilizirane; lahko so tudi cele celice.

Detekcija vezave je direktna (npr. ELISA s protitelesi proti proteinom fagnega plasca).

Po koncCani selekciji analiziramo nukleotidna zaporedja fragmentov v fagni DNA. Zaporedja so obiCajno
zelo podobna, tako da lahko na podlagi prileganja zaporedij lahko doloCimo konsenzno zaporedje, ki je
odloCilno za mocno interakcijo s tarcnimi molekulami (ligandi).

Unbound phage

T o
Primer uporabe v odvisnosti od liganda: f{ &3 A
Z na povrsini izrazenimi naklju¢nimi peptidi bi lahko x
dolocCili substratno specificnost neke nove proteaze. s Jé
Ce pa bi na povrsini izrazili razlicne cDNA iz npr. \
rakastih celic, bi lahko ugotovili, ali je v njih kakSen S — et
encim, ki cepi laminin (in morda tako prispeva k B o ﬁ{.{_h — ‘o %

prehodu bazalne membrane pri metastaziranju). peptide library —'; “ roe
e ;r

/ Phage clone isolation
Next screenlng

round

Krumpe & Mori, International Journal of Peptide Research and Therapeutics 12(1), 2006 Amplification



Predstavitev na povrsini: Uporaba

Aplikacije: A ¢
* mapiranje epitopov

* mapiranje kontaktnih regij med proteini

* identifikacija encimskih substratov/inhibitorjev ‘ ‘ i

* identifikacija agonistov/antagonistov receptorjev ﬂ ;

* cepiva (zive vakcine; imobilizirani antigeni so pogosto bolj imunogeni od prostih)
* diagnostiCna sredstva (na povrsini so fragmenti Ab)
* CiSCenje v okolje sproscenih snovi (npr. E. coli s His6 na povrsSini ucinkovito veze Cd2+ iz okolja)

* biokatalizatorji (npr. B-laktamaza na povrsini Staphylococcus carnosus: 10.000 imobiliziranih aktivnih
molekul na 1 celici)

Zaradi posttranslacijskih modifikacij preiskovanega proteina moramo vcasih poseci po
evkariontskih sistemih za predstavitev na povrsini.

Ribosomski sistem omogoca presejanje do 1013 variant zapisa ter najlazji dostop do
genetske informacije. Poskus izvajamo v brezceliCnem sistemu, zato ni omejitev, ki jih
predstavlja stopnja transformiranja gostiteljskih celic.



Predstavitev na ribosomih /1

Ribosomi predstavljajo idealno zdruZzitev proteinske
informacije in zapisa zanjo. Da bi lahko zamrznili
sistem v polozaju, ko sta na ribosomu ‘imobilizirana’

RNA in pravilno zviti protein, so pripravili konstrukte 8

brez stop-kodona (ki sicer daje signal za odcep obeh

komponent z ribosoma), translacijo pa ustavili z THies TndtRibril Brabisiiis Nad 1o BE olvad 1 this syatsin

OhladltVUO na Iedu Ob dOdatkU Mg-acetata' 1. The protein must fold to the correct Structure Whille stll bound to the ribosome

2. The protein chain must not leave the ribozome
3. The mRMA must not leave the ribosome

Coupling of genotype and phenotype in vitro

Hanes and Plilckthun, Proc. Nafl Acad. Sei 94, 4937 (1987)

Konstrukt scFv so pripravili s fleksibilnim linkerjem
med obema variabilnima deloma, na 3’-koncu pa je Design of construct used for ribosome display
bil zapis za distancnik, ki je omogocal zvijanje

sintetiziranih domen izven ribosoma.
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Predstavitev na ribosomih /2

Princip predstavitve na ribosomih

(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 4937-4942, 1997) —_— - M
o i DNA 1 mRNA

Presejanje knjiznic nativhega scFv (enoverizni

konstrukt variabinega dela protiteles) za vezavo

liganda (Ag): 6 2

1: knjiznico DNA z zapisi za scFv pomnozimo s PCR PR

in ob tem vgradimo T7-promotor, RBS in zaporedja, N

ki tvorijo zanke; prepiSemo v RNA mRINA A

2: OcCiS€eno mRNA prevedemo in vitro v sistemu E. ‘\

coli S-30 v prisotnosti faktorjev, ki povecujejo 5 Q
stabilnost ribos. kompleksov in izbolj3ajo zvitje e

protiteles na ribosomih. Translacijo ustavimo z
ohlajanjem (na ledu), ribos. komplekse pa
stabiliziramo s povecano konc. Mg.

3

3: selekcija ribosomskih kompleksov iz translacijske 4o

mesSanice potecCe na podlagi afinitete in to z vezavo
rekombinantnih scFv na imoblizirani antigen.

da
4: Vezane komplekse razbijemo z EDTA (4b) ali jih (8] -
eluiramo s prebitkom topnega antigena (4a). ®) o
5: RNA izoliramo iz kompleksa O O
6: MRNA prepiSemo v cDNA, to pa pomnozimo s | | |

PCR in uporabimo za nadaljnje delo.




Predstavitev na celicah

Za predstavitev na povrSini prokariontskih celic (Escherichia coli, Salmonella typhimurium) pripravimo lahko
fuzijski konstrukt, kjer je zZeleni protein na N- ali C-koncu, krajSe peptide pa izrazimo tako, da jih vklju€imo v
regije, ki so locirane na zunaniji povrsini proteina. Uporabni ‘gostiteljski’ proteini so OmpA, LamB
(maltoporin), flagelin in PAL (lipoprotein, povezan s peptidoglikanom).

Foreign peptides

e Outer
surface
protein

Qutside




Predstavitev na celicah /2

Pri predstavitvi proteinov na povrsini kvasovk pripravimo fuzijski protein z adhezijskim receptorjem

a-aglutininom (Aga).

Receptor ima 2 podenoti; fuzijski protein pripravimo s podenoto Aga2 (na vektorju) pod kontrolo promotorja
gal, ki uravnava tudi izrazanje Agal (na kromosomu). Agal se poveze z membrano s fosfatidil-

Inozitolglikanskim sidrom, z Aga2 pa preko S-S. (Boder&Wittrup, Nature Biotechnology, 1997)

{a)
; Secretion signal sequence

1

GPI anchor attachment
signal sequence
|

i

Active region

Ser/Thr-rich region

(b)

Promoter

||
S S
||
S S
||

Agal '

cell wall

Fluorescentor —gm &
bictinylated ligand N %

Ceell wall
Plasma membrans

Cusrant Opinion in Biotechnology

Protein to be displayed

Secretion signal sequence

Protein to be displayed

|
GPI anchor attachment
signal sequence

GPI anchor

3'half of ec-agglutinin
X

|' ]/‘IIL ;'; -A'|I i) N

C-terminal half of a-agglutinin

J. Biomed. Biotechnol. (2011)



Izrazanje na povrsin
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Microbial cell-surface display

Sang Yup Lee™?, Jong Hyun Choi'? and Zhaohui Xu'
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Fig. 3. Cell-surface display systems in Gram-positive bacteria; green circles rep-
resent heterclogous passenger proteins. (a) Cell-surface display system using sta-
phylococeal protein A, which is a representative example of the N-terminal fusion
method. (b) Schematic illustration of surface display systems constructed in
Gram-positive bacteria. Several patents are available for using protein A as an
anchoring motif (WO08709437, US5616686, W09318163, US5958736, W09640943
and US5821088).

Grampozitivhe bakterije so bolj uporabne za prestavitev na povrsini, ker imajo samo 1 membrano (lazji
prehod proteinov), so bolj rigidne (zaradi debelejSe stene) in omogocajo vnos daljSih insertov v naravne
membranske proteine. Gramnegativne bakterije so primernejSe za pripravo knjiznic, ker jih je lazje
transformirati, pa tudi proteini na povrsini so bolj stabilni, ker izloCajo manj proteaz kot grampozitivhe

bakterije.



Predstavitev na bakulovirusih

Pripraviti moramo fuzijo s poglavitnim povrSinskim
glikoproteinom gp64 v virusu ACMNPV.

V bakulovirusnih virionih tvori trimere na povrsini;
tja se vgrajuje preko membrane gostiteljske celice,
Kjer je izrazanje najmocnejSe 8 h in 24 h po infekciji
(dvofazni promotor).

Fuzijo lahko konstruiramo tako, da zapis vgradimo
tik za zapisom za signalno zaporedje gp64 ali v
mesto Notl v sredini gena.

(Grabherr et al., Trends in Biotechnology, 2001)

Oligamerization
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Dvohibridni sistemi
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No interaction

GAL4-binding site Reporter gene

b Positive interaction

Increased transcription

GAL4-binding site Reporter gene
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Dvohibridni sistemi

Y2H = dvonhibridni sistem kvasovke; obstajata tudi bakterijski in sesalski dvohibridni sistem.

Protein Gal4 pri kvasovkah ima 2 domeni. Ena je odgovorna za vezavo na DNA, druga pa
deluje kot transkripcijski aktivator.

Binding ..
J Sl Activating
domain T
) domain
mteracts ; o

; mteracts
with g

with

Binding i
: e Activating
domain s
) domain
mteracts SHCHE e
: mteracts
with P

with

promotor e
polymerase

promotor , i
polymerase

Domeni se lahko izrazata tudi kot loCeni polipeptidni verigi. Protein zaCne delovati, Cim pride
do stika obeh domen. Ce promotor gal regulira prepisovanje npr. B-galaktozidaze, lahko
zaznamo aktivnost preko kromogenega substrata.

Na vsako od domen pa lahko vezemo e druge proteine. Ce pride do interakcije med
fuzijskimi deli, bo stekla tudi interakcija med domenama Gal4 in interakcijo bomo zaznali

preko aktivnosti reporterskega sistema.
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Dvohibridni sistem kvasovk:

genetski test za doloCanje interakcij med proteini

Predpostavimo, da imamo dva proteina...

>
in vprasanje je, “
ali se vezeta drug na drugega?

Na to vprasanje lahko odgovorimo s pomocjo
dvohibridnega sistema kvasovk.

Da bi razumeli, kako deluje, si moramo najprej ogledati,
kako poteka regulacija izrazanja genov pri kvasovkabh...

Bruce Jenks, Odd. za celicno fiziologijo Zivali, Univerza v Nijmegnu, Nizozemska
http://www.celanphy.sci.kun.nl/jenks.htm



Dvohibridni sistem kvasovk:

genetski test za doloCanje interakcij med proteini

Regulacija izrazanja genov pri kvasovkah

gen za transkripcijski aktivator

[
transkripcijski aktivator ;;

aktivacijska domena
DNA-vezavna domena transkripcijski aparat
]
UAS gen

zgornje aktivacijsko zaporedje (upstream activation sequence)

vrnimo se k osnovhemu vprasanju:



Dvohibridni sistem kvasovk:

genetski test za doloCanje interakcij med proteini

Regulacija izrazanja genov pri kvasovkah

gen za transkripcijski aktivator
T -
Ali se ta dva
transkripcijski aktivator proteina vezeta
aktivacijska domena )
DNA-vezavna domena: transkripcijski aparat d ru g na d ru g eg a:
]
UAS gen ,
zgornje aktivacijsko zaporedje (upstream activation sequence) ‘

IzhodiS€e so kvasovke z zapisom za reporterski gen
(gen z zapisom za protein, ki ga je lahko detektirati).

UAS reporterski gen

Zdaj pa vnesemo gena z zapisi za dva hibridna proteina:



Dvohibridni sistem kvasovk:

genetski test za doloCanje interakcij med proteini

Regulacija izrazanja genov pri kvasovkah

gen za transkripcijski aktivator
T
transkripcijski aktivator ;; Ali se ta dva
aktivacijska domena . prOteI na veZEta
DNA-vezavna domena transkripcijski aparat drug na drugega?
]
UAS gen ,
zgornje aktivacijsko zaporedje (upstream activation sequence) ‘

genska konstrukta

— > hibridna proteina

— ; se vezeta!
; da, reporter se je izrazil, kar
pomeni, da se proteina

@ X in Y veZeta!

tvorita torej funkcionalni ;
transkripcijski aktivator : \ ali )( reporterski protein izraza?
UAS

reporterski gen



Zivljenjski cikel kvasovk I parjenje
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Dvohibridni sistem kvasovk /2

Obicajno v dvohibridnih sistemih uporabljamo za identifikacijo dva sistema hkrati: ob reporterskem
sistemu Se selekcijski marker (npr. popravljanje okvarjenega gena his). Tako zrastejo na plosCah le tisti
kloni, pri katerih je do aktivacije priSlo, kar nam Se olajSa selekcijo pozitivnih klonov.

Poskus izvedemo tako, da v enem sevu kvasovk (MATa) v plazmidu pripravimo fuzijske proteine z
domeno, ki se veze na DNA, v drugem sevu (MATa) pa fuzijske proteine z aktivacijsko domeno. Na vsako
od domen vezemo po 1 ORF npr. genoma kvasovk (skupaj ~6000, dobljenih s PCR).

Klone med sabo parimo v vseh moznih
kombinacijah. V primerih, kjer ORF med
sabo interagirata, bo priSlo do prevajanja
reporterskega gena. Ce nas zanimajo samo
interakcije z nekim doloCenim proteinom,
potem uporabimo zapis zanj za fuzijo z eno e =
od domen Gal4. ORF,-0RFg00 ORF,~ORFg00

T T

Analiza zaporedij na plazmidih v obeh = nr
izhodnih sevih nam da podatek o proteinih, / @ ;
ki interagirata. Rezultati so zelo odvisni od @
strategije dela in zahtevajo mocno podporo f oo e oton ™ |
bioinformatike. \ omai \ apparatus J [~ U ;/"
(to et al., TIBTECH 19, S23, oktober 2001) /

\ ﬁjﬁy;"

TRENDS in Bisdechrslogy



Dvohibridni sistem kvasovk /3

BD Matchmaker™ Two-Hybrid System 3 . .
MCS

CATATG GLC ATG GAG OLC GAL TTC ©06 GO0 ATCOGT CGA CCT GCA GLG

B e R Sarl ot
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Norte 1 f‘ e R
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1
Or1 " ADNT
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iToe STOF 1o

HA Epitops Tag .
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Erpdiea mBrad
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e | Nea $fil Ecoft | Sma lf Clal
Kma |
GGG ATC CAT O0A GEY £6A GUT GCA GATOAATCOGTAGATACTGA
BamH 1 Sacl " Xho! [2 ]
STOF
MCS

Postopek parjenja med vsemi kloni dveh komplementarnih haploidnih MAT sevov lahko izvedemo s pomocjo prenosa
na tkanini. Celice z vabo in celice s plenom prenesemo na isti kos zametne tkanine in odtisnemo na svezo plosco
brez selekcijskega agensa. Na stiku dveh sevov, ki sta rasla na istem mestu, pride do tvorbe diploidnega seva.
Regenerirane diploidne kvasovke preko Zzametne krpice odtisnemo na plosSco s selekcijskim markerjem.

Primer:

* sevzvabo:
(raste na plosci brez Trp; platiramo npr. kot vertikalne Crte)

* sev s plenom:
(raste na plosci brez Leu; platiramo kot horizontalne Crte)

* prenesemo na Zamet, odtisnemo; na stiku &rtic pride do parjenja na ploS¢i YPD (brez selekcije)

* prenesemo na Zamet, odtisnemo na plos¢o z X-Gal in brez Trp, Leu

* detektiramo intenzivno modre kolonije

* analiziramo zapise na plazmidih v kvasovkah, ki so se obarvale modro (kjer je do interakcije priSlo)



Dvohibridni sistem kvasovk:
mikrobioloski del
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Yeast reporter plates showing a typical outcome of a yeast
two-hybrid screen. Controls for the experiment included a
strong positive (Fos/Jun; ++), a weak positive (pRB/E2F;
+), and a negative (empty vector; —) control yeast strain.
Circled yeast colonies are hits.

(A) The master plate containing transformed yeast
colonies that are suspected hits and controls (++, +, —) for
the experiment.

(B) A 3AT reporter plate. Growth indicates transcriptional
activation of the HIS3 gene. Circled yeast are hits.

(C) A R-galactosidase assay. Blue color formation
indicates transcriptional activation of the lacZ gene and a
hit. Note that not all yeast that grew well on the 3AT plates
turned blue, which likely indicates a weaker protein—
protein interaction.

Using the Two-Hybrid Screen in the Classroom Laboratory
Daniel P. Odom and Martha J. Grossel*

Cell Biol Educ. 2002 March; 1: 43



(ribo)lov z dvohibridnim sistemom kvasovk

Bruce Jenks, Odd. za celicno fiziologijo Zivali, Univerza v Nijmegnu, Nizozemska vaba plen

http://www.celanphy.sci.kun.nl/jenks.htm ‘U I |

ali se X veze
na kaksen protein?

... Z drugimi besedami: ali obstaja protein Y?
Da bi to ugotovili, bomo uporabili dvohibridni sistem kvasovk.

Kot vabo bomo uporabili X... inlovili Y.

Skica na desni opisuje, kako deluje ; .

dvohibridni sistem pri kvasovkah. : \"ans"”pc”s"' SRS
lac Z

(€e ne razumete, kako deluje, si oglejte razlago l

samega sistema Se preden se odpravite lovit!) Bgalaktozidaza

X-gal —> modra
barva




(ribo)lov z dvohibridnim sistemom kvasovk

vaba plen

vabs >
protein X

cDNA za X

ali se X veZe
na kaksen protein?

plazmidni
DNA- ekspresijski vektor
vezavha
domena

transfekcija *

kvasovke

Na zaCetku bomo pripravili kvasovke, ki bodo

izrazale protein X... z;\ transkripcijski aparat
lac Z

Bgalaktozidaza

X-gal —> modra
barva




(ribo)lov z dvohibridnim sistemom kvasovk

vaba plen
9
vaba plen
protein X neznani protein
cDNA za X tkivo
- ali se X veZe
3 in?
. ¥ na kaksen protein:
DNA- ekspresijski vektor
vezavna celotha mRNA
domena * reverzna transkriptaza
transfekcija * chNA
* plazmidni

transformirane
kvasovke

transfekcija ekspresijski vektor

g — aktivacijska domena

kvasovke

o

Zdaj pripravimo Se kvasovke, ki bodo izrazale
protein Y (Ce ta sploh obstaja).... ;\transkﬁpcijski aparat

Bgalaktozidaza

X-gal —> modra
barva




(ribo)lov z dvohibridnim sistemom kvasovk

vaba plen
9
vaba plen
protein X neznani protein
cDNA za X tkivo
- ali se X veZe
na kaksen protein?
plazmidni * 2 LELEE [PHE
DNA- ekspresijski vektor
vezavha celotha mRNA
domena * reverzna transkriptaza
.. cDNA
transfekcija * * plazmidni
ekspresijski vektor

transfekcija

YY) aktivacijska domena

kvasovke

transfekcija | <e22iac!ia plazmidov I

. . . ) ; transkripcijski aparat
Zdaj pripravimo retransformirane kvasovke.

retransformirane

kvasovke l
; Ml Y smo ujeli, ¢e pride do izrazanja SRR
: SENES reporterskega gena (lac).
7 X-gal —> modra

barva




(ribo)lov z dvohibridnim sistemom kvasovk

vaba plen
9
vaba plen
protein X neznani protein
cDNA za X tkivo
- ali se X veZe
na kaksen protein?
plazmidni * 2 LELEE [PHE
DNA- ekspresijski vektor
vezavha celotha mRNA
domena * reverzna transkriptaza
.. cDNA
transfekcija * * plazmidni
ekspresijski vektor

transformirane
kvasovke

o

transfekcija

YY) aktivacijska domena

pozitivne kvasovke ;\ transkripcijski aparat

vsebujejo
vabo + plen!

re-transformirane

kvasovke £

3T

Bgalaktozidaza

X-gal —> modra

(ribo)lov je uspel! barva




Dvohibridni sistemi: Analiza

Po identificiranju sevov, ki kazejo na interakcijo med vabo in plenom, je treba interakcijo dokazati v
ponovljenem poskusu s samo izbranimi kombinacijami.

Vseeno je Stevilo laznih pozitivnih signalov lahko veliko. So rezultat nespecifichega delovanja na vabo, ki je
Zze sama Sibak aktivator reporterskega gena (povecajo konc. vabe v celici) ali zaradi stabilizacije produkta.
Molekule plena lahko delujejo na regije navzgor od promotorja reporterskega gena, do lazno pozitivnih
(nefizioloskih) interakcij pa lahko pride tudi zaradi tega, ker so naravni proteini v celicah lokalizirani v
razlicnih razdelkih kot v dvohibridnem sistemu.

Pogoste lazno pozitivne interakcije so ze katalogizirali in se jim je tako mogocCe izogniti. Pomaga nam tudi,
Ce imamo ob konCni analizi v poskusu nekaj sevov, ki nosijo zapis za podobne proteine in nekaj
nesorodnih, ki bi lahko sluzili kot negativne kontrole. Prav tako moramo upoStevati informacije o lokalizaciji
posameznih proteinov, za katere se je v poskusu pokazalo, da bi lahko interagirali.

Obstajajo tudi sistemi z 2 vabama, s katerimi lahko ugotavljamo interakcije med 3 proteini. Kadar pa so za
interakcijo med proteini viSjih evkariontov potrebne pravilne posttranslacijske modifikacije, kvasovkin sistem
ni primeren. V sesalskih sistemih kot reporterski marker najpogosteje uporabljamo kloramfenikol-
acetiltransferazo (CAT).

Dvohibridne sisteme uporabljamo pri odkrivanju proteinov, ki naj bi interagirali in vivo. Dobljene podatke je
treba preveriti Se z drugimi metodami, rezultati pa kazejo, da je interakcij med proteini bistveno vec, kot
smo si predstavljali na podlagi Studij in vitro.

Dvohibridni sistemi so pomembno orodje v funkcijski genomiki. Pomagajo nam lahko tudi pri ugotavljanju
moznih interakcij novih terapevtskih (poli)peptidov s proteini v organizmu, za katerega so bili (poli)peptidi
razviti. Testiramo lahko tudi nepeptidna zdravila, Ce morda ne vplivajo na pomembne interakcije med
proteini v zivi celici.



Interakcijske Studije s cepljenimi reporterskimi proteini

C-terminal
Luciferase
5
£~ 438

M-terminal GFP C-terminal GFP
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N-terminal
1 Luciferase

GFP
{fluorescence)

Luciferase
(active)

Analytica Chimica Acta 556, 58-68 (2006)



Fuzije s cepljenimi reporterji in regeneriranje signala

Reassembled Active
Protein
Co—@ O— —
Active Protein Inactive Split Protein
Fragments - <

Interacting Domains

Ubiquitin - Dihydrofolate GFP p—Lactamase Firefly Luciferase TEV Chorismate Thymidine
Reductase(DHFR) Protease Mutase Kinase

Current Opinion in Chemical Biclogy

Current Opinion in Chemical Biology 15(6), 789-797; 2011




Bimolekulska fluorescencna komplementacija (BiFC)

Absorption [(No flucrescence Absorption Emission
emission)
& &,
% A 7:?9 5 “06‘
) N B

C-terminal
¥FP fragment

M-terminal
Y¥FP fragment

Before BiFC After BiIFC

Pri GFP in njegovih izpeljankah se N- in C- del ne sestavita spontano. Do povezovanja pride le,

Ce sta oba dela povezana z drugima proteina, ki se medsebojno zdruzita, s tem pa dobimo
funkcionalen fluorescirajoC protein (GFP, YFP itd.).

Ce na podoben nacin izpeljemo povezovanje nefluorescirajocih proteinov, govorimo o FCA
(komplementacijski test s fragmenti; angl.: fragment complementation assay). Spojeni fragmenti
morajo povzrociti neko opazno spremembo v celici, npr. razgradnjo ali cepitev kakSnega proteina ipd.
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