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Graph-clustering algorithm
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Socio-afinitetni indeks
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Primer CiSCenja proteinskega
kompleksa, ki vsebuje CDC45

lonska izmenjevalna
Celitni ekstrakt Amonijev sulfat kromatografija
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Vezave precnih povezovalcev

Hydrolyzed

crosslinker

Intermalecular Intramalecular MMonohnk
interaction interaction (dead end)
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Za dolocCanje strukture kompleksov so relavantne
le intermolekularne povezave



PrecCni povezovalci

e formaldehid . Vmesnik dolzine 2,3 A
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O . Reagira s primarnimi
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DSP- di-tiobis- sukcinimidil propionat

Reagira s primarno aminsko
skupino

Disulfidno vez v vmesniku se
lahko cepi z DDT
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DoloCevanje tipa vezave precnega

povezovalca
. Uporaba izotopno e * —
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Stehiometrija kompleksa

Dolocevanje

stehiometrije

Meritve mas
komponentin
celotnega kompleksa

Izotopno oznacevanje
in s pomocjo
sinteti¢nih peptidov

Primer: sHSP pri M.
Tuberculosis




Stehiometrija sHSP-jev

Small heat shock
proteina, arc2 in arcl

Analiza pokazala
stabilnost dimerov

Drugacno obnasanje
arcl v primerjavi z arc2

Analiza vrha pri arcl
razkrila, da gre za
dodekamer
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3D model arcl

3D rekonstrukcija arcl s
pomocjo negativnega
barvanja elektroske
mikroskopije



Dinamika kompleksa

* MS nam omogoca,
da s posebnimi
metodami opazujemo
dinamiko kompleksa
(celi¢na signalizacija)
*Kvantitativna
proteomika

*SILAC
*|CAT
*iTRAQ

Optional protein
purification

Combine and
digest with trypsin

Quantitation by MS

ICAT Labeling

State A State B
— ==
T
Denature and Denature and
reduce proteins reduce proteins
T
Chemical Chemical

maodification modification
ICAT-DO reagent  ICAT-D8 reagent

NS

Combine and
digest with trypsin

Cation exchange column
to remove excess ICAT reagent

Avidin column to isolate ICAT peptides

Quantitation by MS
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