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Abstrakt

Protein-proteinové interakce (PPI) hrají nepostradatelnou roli ve všech procesech v živých buňkách.

Pochopení interakcí mezi proteiny nám umožňuje bližší popis buněčných dějů a jejich pochopení otevírá

nové možnosti i pro návrh léčiv. Důležitost otázky studia PPI se odráží v recentním rozvoji různorodých

metod pro jejich identifikaci a popis.

Cílem této práce je sumarizovat poznatky o nových a zdokonalených experimentálních meto-

dách identifikace a charakterizace proteinových interakcí. Metody popsané v této práci jsou členěny do

čtyř kapitol, metody blízkostí indukovaného značení proteinů (BioID, BioID2, APEX, TurboID, Mini-

Turbo, PUP–IT, AirID, SPPLAT, EMARS), využití sít’ování proteinů pro jejich identifikaci a strukturní

charakterizaci (XL–MS), fluorescenční metody identifikace a vizualizace (BiFC, FRET, BRET) a biofy-

zikální metody pro stanovení kinetických či termodynamických parametrů interakce (SPR, ITC, MT).

Klíčová slova

proximitní značení, BioID, TurboID, FRET, povrchová plasmonová resonance, protein-proteinové in-

terakce, sít’ování proteinů



Abstract

Protein-protein interactions (PPI) have a crucial role in all processes in living cells. Understanding the

interactions between proteins allows us to describe cell processes in more detail and their study opens

new possibilities for drug design. The importance of the question of studying PPI is shown in the recent

development of various methods for their identification and description.

The aim of this thesis is to give an overview of new and improved experimental methods of

identification and characterization of protein-protein interactions. Methods described in this thesis are

divided in four chapters – proximity–dependent labelling methods (BioID, BioID2, APEX, TurboID,

MiniTurbo, PUP–IT, AirID, SPPLAT, EMARS), cross–linking methods (XS–MS), fluorescence me-

thods for identification and visualization (BiFC, FRET, BRET) and biophysical methods for description

of kinetics and thermodynamics parameters of interaction (SPR, ITC, MT).

Keywords

proximity labeling, BioID, TurboID, FRET, surface plasmon resonance, protein-protein interactions,

protein cross-linking
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1. Úvod

Protein-proteinové interakce (PPI) jsou zásadní pro všechny děje v živé buňce. Jejich studium nám

může poskytnout důležitá data pro pochopení buněčných drah, jejich anomáliích a možnostech léčby.

Neustále se vyvíjejí a zdokonalují nové experimentální metody pro zachycení nových interagujících

proteinů, jejich izolaci a analýzu meziproteinových interakcí.

Protein-protein interakce jsou zprostředkovány pomocí nekovalentních vazeb. Uplatňují se např.

Van der Waalsovy síly (díky stálých nebo indukovaných dipolovým interakcím), elektrostatické inter-

akce (vodíkové můstky, interakce iontů) a hydrofóbní interakce. Vazba nekovalentní je oproti vazbám

kovalentní slabší. Většina proteinů má širokou řadu možných interakčních partnerů, společně tvoří tzv.

interaktom (proteinová sít’, souhrn všech interagujících proteinů). Prvotně lze rozdělit PPI na obligátní

a neobligátní. Proteiny, které jsou schopny existovat i ve formě protomeru bez PPI, označujeme jako ob-

ligátní naopak pokud je protein bez vytvoření komplexu velmi nestálý, lze jeho interakci považovat za

obligátní (Nooren and Thornton, 2003). Podle samotné stálosti jednotlivých interakcí, lze rozdělit PPI

na transientní, které charakterizuje doba interakce v řádu sekund a mají relativně vysokou disociační

konstantu, a na permanentní (Perkins et al., 2010).

Tato bakalářská práce si klade za cíl podat přehled vybraných moderních metod pro studium PPI

s důrazem na možnost in vivo aplikace. Do práce jsou vybrány zejména metody, které se v posledních

letech zdokonalily a otevírají nové možnosti ve výzkumu PPI. V první části je věnována objevu nových

interagujících proteinů pomocí enzymatického značení. V dalších kapitolách potvrzení PPI a vizuali-

zaci pomocí fluorescence, kovalentního provázání díky zesít’ování vhodné pro další analýzu zejména

hmotnostní spektroskopií. V poslední části jsou představeny metody instrumentální pro kinetický a ter-

modynamický popis interakcí.

Mezi déle používané „konvenční metody“ lze řadit např. kvasinkový dvouhybridový systém

(Y2H), afinitní purifikaci či metodu ko-imunoprecipitace. Omezením těchto metod je omezená schop-

nost identifikovat slabé a transientní interakce, taktéž nelze tyto metody použít pro studium membráno-

vých a nerozpustných proteinů (Snider et al., 2015),(Bushell et al., 2008).

Rozvoj studia PPI přispěl i k možnosti využití bioinformatických a genomických metod pro pre-

dikci předpokládaných PPI na základě experimentálních dat z interakcí strukturně podobných proteinů.

Lze jmenovat tři největší databáze (Snider et al., 2015) s více než 14 000 lidských PPI: IID (Kotlyar

et al., 2015), I2D (Brown and Jurisica, 2005) a BioGRID (Chatr-aryamontri et al., 2016).
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2. Blízkostí indukované značení proteinů

Během posledních let se do popředí metod studia PPI dostávají metody založené na značení prostorově

blízkých proteinů. Tyto metody využívají enzymy, které jsou schopny generovat reaktivní sloučeniny,

které difundují v okolí proteinu zájmu a navazují se na možné interakční partnery (Obr. 2.1). Enzymy

bývají fúzovány přímo na protein zájmu (protein, jehož PPI chceme zkoumat) a po dodání potřebných

reaktantů dochází v určité vzdálenosti ke kovalentnímu navázání na proteiny, tzv. přidání značky (nejčas-

těji je využíván k navázání biotinu). Označené proteiny mohou být následně izolovány a identifikovány,

nejčastěji hmotnostní spektroskopií.

Obr. 2.1: (A) Využití fúze značícího enzymu nebo akceptorového motivu k „bait“ proteinu (v tomto případě se
jedná o fúzi značícího enzymu) k navázání značící molekuly k proteinu zájmu „prey“ protein. (B) Využití křenové
peroxidázy (HRP) k značení proteinů na povrchu buněk. (C) Využití fúze APEX s „target“ motivem (TM) k
mapování proteinů v subcelulárních kompartmentech. (D) Využití metody BioID. Převzato a upraveno (Kim and
Roux, 2016)

Podle chemické charakteristiky značícího enzymu lze rozdělit metody blízkostí indukovaného

značení (proximity labeling) do několika skupin: metody využívající biotin protein ligázy (např. systém

BirA/BAP, BioID, SUMO, TurboID, MiniTurbo), mutované askorbát peroxidázy (APEX, APEX2) a
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křenové peroxidázy (EMARS, SPPLAT) a další využívající např. pupylaci pro značení proteinu zájmu.

2.1 Metody využívající biotin ligázy

Biotinylace je reakce, při níž je biotin kovalentně připojen k reagující molekule. Ve vodě rozpustný

biotin patří do skupiny vitaminu B, bývá nazýván taktéž vitamin B7, H nebo koenzym R. Biotinylace

je podstatnou součástí biochemických drah, biotin se zapojuje v metabolismu jako koenzym karboxy-

láz (Knowles, 1989) a taktéž se biotinylace podílí na regulaci genové exprese, v buněčné signalizaci a

organizaci chromatinu (Zempleni, 2005). Biotin je jednou z nejvíce používaných molekul pro značení

proteinů, díky možnost snadné detekce a purifikace. Pro rychlou a specifickou izolaci biotinylovaných

proteinů je využíváno tvorby stabilního komplexu s glykoproteinem avidinem nebo jeho homology (bak-

teriální homolog streptavidin nebo NeurAvidin), díky jejich vysoké specificitě a silné vazbě k biotinu –

disociační konstanta komplexu avidin-biotin je 1.3·10-15 M (Green, 1975).

2.1.1 BioID a BioID2

Metody BioID (proximity-dependent biotin identification) a BioID2 využívají promiskuitní mutovanou

biotin protein ligázu (BPL) k identifikaci PPI a blízkých proteinů in vivo. BioID je založeno na muto-

vané BirA, 35.3 kDa velké biotin ligase z Escherichia coli. Wild-type BirA specificky biotinyluje pouze

lysinový zbytek na BCCP (biotin carboxyl carrier protein) podjednotku acetyl-CoA karboxylázy, BirA

má nejen enzymatickou aktivitu, ale působí i jako transkripční represor biotinového operonu (Chakra-

vartty and Cronan, 2012). Biotinylace, katalyzované BPL, se skládají ze dvou dílčích reakcích (Obr. 2.2).

V první reakci vzniká z ATP a biotinu biotinoyl-AMP (bio-5’-AMP, biotinyl adenylát) za současného

uvolnění pyrofosfátu. Bio-5’-AMP zůstává v aktivním místě BPL. V navazující dílčí reakci dochází k

nukleofilnímu ataku 6-amino skupiny lysinu z cílového proteinu na anhydridovou skupinu bio-5’-AMP

za vzniku peptidové vazby a současného odštěpení AMP (Chapman-Smith and Cronan, 1999).

Wild-type BirA je základem metody BirA/BAP. BirA rozpoznává sekvenci pro biotinylaci, BAP

(biotin acceptor peptide), BAP je fúzovaná na protein zájmu a značící enzym BirA je fúzován na prey

protein (Beckett et al., 1999; De Boer et al., 2003). Pokud dojde ke kontaktu, či dostatečnému přiblížení

těchto dvou proteinů, dojde k biotinylaci. Vzhledem k vysoké substrátové specificitě nejsou biotinylo-

vány proteiny bez BAP, ale je to taktéž limitující pro další využití při identifikaci potenciálních PPI. Vý-

hodou pro zjišt’ování blízkých proteinů by byla promiskuitní varianta BPL. BirA s mutací R118G (dále

označovaná BirA* uvolňuje bio-5’-AMP z aktivního místa Choi-rhee2004. Bio-5’-AMP je nesymetrický

anhydrid schopný fungovat jako nespecifické biotinylační činidlo. Nestabilita bio-5’-AMP zajišt’uje bi-

otinylaci pouze blízkých proteinů, protože bio-5’-AMP podléhá snadno hydrolýze Cronan2005. BirA*

nevykazuje schopnost vázat se na DNA (Kwon et al., 2000).
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Obr. 2.2: Mechanismus navázání biotinu katalyzovaný biotin protein ligázou - BirA. Převzato (Henke and Cronan,
2014).

Metoda BioID (proximity-dependent biotin identification), založená na fúzi BirA* k proteinu

zájmu, byla poprvé použita k in vivo identifikaci interaktomu intermembránového proteinu laminu A v

HeLa buňkách. Buňky byly po expresi BirA* fúzované k laminu A inkubovány v médiu obohaceném

biotinem po dobu 24 hodin. Následně byly označené proteiny purifikovány pomocí mikročástic pota-

žených streptavidinem a identifikovány hmotnostní spektrometrií, analýza prokázala schopnost BirA*

efektivně in vivo značit blízké proteiny i u membránově vázaných proteinů Roux2012. Radius značení

pomocí BioID byl stanoven přibližně 10 nm (Kim et al., 2014). BioID se rychle stala široce používanou

metodou k identifikace PPI, přispěla nejen ke studiu jaderné membrány, taktéž k studiu mezibuněčných

spojů (Van Itallie and Anderson, 2013), signálních drah – Hippo signální dráhy (Oudhoff et al., 2013).

BioID bylo zapojeno taktéž do výzkumu rakoviny – proteinu c-MYC uplatňující se v iniciaci a progresi

nádoru (Dingar et al., 2015) a mechanismu vztahů mezi patogenem a hostitelem – např. k analýze PPI

HIV Gag 1 proteinu (Le Sage et al., 2015; Ritchie et al., 2015), interakci glykoproteinů potřebných ke

vstupu herpes virů (Lajko et al., 2015), eukaryotickou signální sekvenci pro inkluzi chlamydií (Kabeise-

man et al., 2014), cytoskeletu Trypanosoma brucei morriswood2013novel či identifikaci proteinů vnitřní

membrány Toxoplasma gondii (Chen et al., 2015). BioID byla upravena a optimalizována pro použití in

planta v rýži (Lin et al., 2017), v Arabidopsis thaliana (Khan et al., 2018) a dalších.

V roce 2016 byla publikována nová zdokonalená metoda BioID2 využívající biotin protein li-

gázu z termofilního Aquifex aeolicus. Autoři se snažili najít menší biotin protein ligázu, která by umož-

nila účinnější cílení fúzovaných proteinů. BirA z E. coli nebylo možné dále zkracovat kvůli ztrátě kata-

lytických schopností. Biotin ligáza z A. aeolicus je nejmenší známou biotin ligázou (233 aminokyselin)

a neobsahuje DNA vazebnou doménu. Tato biotin ligáza byla dále optimalizována pro použití v sav-

čích buňkách a do aktivního místa byla zanesena mutace (R40G) pro získání možnosti promiskuitní

biotinylace. Optimální teplota pro funkci BioID2 je 50 °C, ale je vysoce efektivní i při 37 °C. Při srov-

nání BioID a BioID2 byla prokázána minimálně stejná efektivita proximitního značení, ale současně i

nutnost nižšího množství biotinu pro biotinylaci v případě BioID2, což usnadňuje značení v modelech

s obtížnějším navozením potřebné koncentrace biotinu. Taktéž byla snížena prostorová limitace mezi
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proteinem zájmu a fúzovanou biotin ligázou (Kim and Roux, 2016).

2.1.2 TurboID a MiniTurbo

Řízenou evolucí BirA v kvasinkách byly získány dva mutované enzymy – TurboID, 15 mutaci oprotí

WT-BirA, a MiniTurbo, s deletovaným N-terminální doménou a 13 mutacemi (Obr. 2.3). Tyto nové va-

rianty enzymu BirA překonávají jednu z největších nevýhod BioID, pomalou enzymovou kinetiku, tudíž

dlouhou potřebnou dobu pro úspěšnou biotinylaci (ve většině případu je potřebných 18-24 hodin). Při

prvotním testování aktivity těchto enzymů v savčích buňkách (HEK 293T) potvrdily zkrácení potřebné

doby pro značení, již po 10 minutách bylo možné dostatečně detekovat označené proteiny. Aktivita

TurboID je přibližně dvakrát vyšší než MiniTurbo, to je však kompenzováno menší velikostí (28 kDa

MiniTurbo vs 35 kDa TurboID) a nižší afinitou k biotinu poskytující vyšší kontrolu nad dobou značení

v přítomnosti vyšších koncentrací endogenního biotinu (Branon et al., 2018).

Obr. 2.3: Struktura TurboID a miniTurbo s červeně znázorněnými mutovanými místy oproti WT-BirA. Žlutě zná-
zorněn navázaný biotin-5’-adenylát. V případě miniTurbo je navíc deletována N-terminální doména. Převzato a
upraveno (Branon et al., 2018).

V buněčných kompartmentech vlivem rozdílného pH, redox potenciálu a různým koncentra-

cím endogenních adenylátu může být ovlivněna schopnost značení. TurboID a MiniTurbo byly testo-

váno a srovnány při biotinylaci v buněčném jádře, luminu a membráně endoplasmatického retikula a

v mitochondriální matrix. Detekovaná biotinylace po 10 minutách značení TurboID byla vyšší než po

18hodinovém značení metodou BioID Branon2018.

Teplotní optimum 30 °C u TurboID a MiniTurbo otevřelo možnost efektivního využití zna-

čení i v jiných než savčích modelových organismech. Prvotně bylo experimentálně otestováno využití

in vivo v (?) a Ceanorhabditis elegans (Branon et al., 2018). Metoda TurboID byla následně využita

k identifikaci proteinových interakcí NLR receptoru (neucleotide-binding leucine-rich repeat receptor)

v Nicotiana benthamiana (Zhang et al., 2019), v kvasinkách (Larochelle et al., 2019). Dalším experi-

mentální ověření efektivního značení pomocí TurboID i v MiniTurbo v rostlinách bylo poskytnuto na

příkladu N. benthamiana a Arabidopsis thaliana. Součástí experimentu bylo i ověření efektivity bioti-

nylace v závislosti na podmínkách značení – v 22 °C v semenáčcích A. thaliana aktivita obou enzymů
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byla téměř identická ve srovnání s 30 °C (Mair et al., 2019).

Další rozšíření využití TurboID bylo umožněno vývojem Split-TurboID, rozdělením TurboID 
do dvou fragmentů mezi 73 a 74 aminokyselinou. Split-TurboID je enzymaticky aktivnější než výše 
zmíněné Split-BioID metody a zachovává si výhodu krátké doby potřebné pro značení. Tato metoda byla 
vyvinuta a poprvé použita pro mapování oblastí doteku endoplasmatické a mitochondriální membrány 
(Cho et al., 2020).

V roce 2020 byl uveden další enzym odvozený od BioID, konkrétně od ancestrální BirA, pod 
názvem AirID (ancestral BirA for proximity-dependent biotin identification). Při srovnání aktivity AirID 
v savčích buňkách, vykazuje AirID vyšší aktivitu než BioID a nižší než TurboID. Avšak oproti TurboID 
je potřeba menší koncentrace biotinu i ATP pro úspěšnou biotinylaci, což je diskutováno jako výhoda 
při dlouhodobější kultivaci, kdy může TurboID působit cytotoxicky (Kido et al., 2020).

2.2 Metody využívající askorbát peroxidázu

Askorbát peroxidáza (APX) je 27 kDa velká rostlinná intracelulární peroxidáza. Superskupina rostlin-

ných peroxidáz je sekvenčně velmi variabilní a je dále dělena do tří skupin – I peroxidázy s prokary-

otickým původem, II peroxidázy hub a III klasické rostlinné sekretorní peroxidázy – přičemž askorbát 
peroxidáza (APX) je řazena do skupiny I (Welinder, 1992). Nejenom v rostlinných buňkách, ale i u ji-
ných organismech (např. řasách, ale vyskytuje se i u parazitických prvoků – Trypanosoma cruzi (Turrens 
and Boveris, 1980).

APX se zapojuje do drah na odstranění škodlivých reaktivních forem kyslíku, např. spřaže-

ním s oxidací a redukcí glutathionu (askorbát glutathionový cyklus). APX katalyzuje přeměnu pero-

xidu vodíku na vodu za současné oxidace askorbátu na monodehydroaskorbát (MDHA). MDHA může 
být následně redukován zpětně na askorbát pomocí monodehydroaskorbátdehydrogenasy za současné 
oxidace koenzymu NAD(P)H (nikotinamidadenindinukleotid či nikotinamidadenindinukleotidfosfát) na 
NAD(P)+ (oxidovaná forma NAD(P)H). Druhou možnou cestou regenerace MDHA je jeho spontánní 
dismutace na dehydroaskorbát (DHA). DHA je následně redukován na askorbát enzymem dehydroacetát 
dehydrogázou, při této reakci je oxidován glutathion na glutathion disulfid. Glutathion disulfid je  poté 
redukován glutathion reduktázou za současné oxidace NAD(P)H.

APX obsahuje v aktivním místě hem (tetrapyrrolový kruh s navázaným trojmocným železem), 
který je stěžejní pro reakci s peroxidem (Patterson and Poulos, 1995). Mechanismus reakce s H2O2 a 
následné regenerace pomocí askorbátu je znázorněn níže. Označení enzym I je pro formu APX s 2 vol-
nými elektrony, železo v hemu je oxidováno na oxyferryl APX(FeIV+ –– O)R · , enzym II je formou APX 
s 1 volným elektronem APX(FeIV+ –– O)R, pro srovnání zápis APX v klidovém stavu APX(FeIII)R, H2As 

je askorbát, HAs · je radikálovou formou askorbátu (monodehydroaskorbát) a As značí dehydroaskorbát 
(Raven et al., 2004), převzato z (Dabrowska et al., 2007).

H2O2 + APX −−→ enzym I + H2O

enzym I + H2As −−→ enzym II + HAs ·
enzym II + H2As −−→ APX + HAs · + H2O

HAs · + HAs · −−→ H2As + As
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2.2.1 APEX a APEX2

APEX (engineered ascorbate peroxidase) je geneticky upravená askorbát peroxidáza poprvé vyvinutá

pro barvení v elektronové mikroskopii (EM). Byl hledán nový enzym kompenzující nedostatky použí-

vané křenové peroxidázy. K proteinu zájmu fúzovaná peroxidáza po přiblížení substrátu, 3,3’-diaminobenzidinu

(DAB), katalyzuje H2O2-závislou polymeraci DAB Martell2012. Polymerizovaný DAB zůstává vysrá-

žen na místě reakce a může sloužit po přidání OsO4 jako kontrast pro EM (Chi and Henderson, 1984).

Důvodem volby právě APX je její možné použití ve všech buněčných kompartmentech. Vzhle-

dem ke skutečnosti, že WT–APX z hrachu tvoří homodimer (Patterson and Poulos, 1995), což by mohlo 
být komplikací pro další použití jako značky (McKinney et al., 2009), byly do struktury WT–APX za-

neseny 2 mutace, inspirované monomerní APX z kukuřice, pro preferenci monomerního stavu – K14D 
a E112K. Taktéž byla zanesena 3. mutace, W41F, pro zvýšení aktivity k substrátu DAB (Martell et al., 
2012).

APEX je však taktéž schopna oxidovat deriváty fenolu na fenoxylové radikály. Fenoxylové radi-

kály jsou schopné tvořit kovalentní vazby s elektronově bohatými aminokyselinami (His, Cys, Tyr, Trp)

(Bhaskar et al., 2003; Rhee et al., 2013), reagují velmi rychle, zanikají za méně než 1 ms, což omezuje 
radius rozptylu na méně než 20 nm (Rhee et al., 2013). APEX fúzovaná k proteinu zájmu po aktivaci 
přidáním H2O2 katalyzuje přeměnu substrátu, biotin-fenolu, na radikál. Biotin-fenoxylový radikál ná-

sledně reaguje s blízkými proteiny, čímž dojde k přidání kovalentní značky. Proteiny označené biotinem 
je možné izolovat pomocí mikročástic potažených streptavidinem a dále analyzovat, např. pomocí MS.

Aktivita a citlivost značení pomocí APEX byla vylepšena řízenou evolucí, mutací A134P. Takto 
mutovaná APEX byla nazvána APEX2. Mutace A134P se nachází ve smyčce přiléhající k hemu i k 
vazebnému místo pro substrát. APEX2 má lepší teplotní stabilitu, vyšší kinetickou aktivitu a taktéž 
lepší toleranci k vysokým koncentracím H2O2. Taktéž je potřeba menší množství koncentrace H2O2 

během značení (Lam et al., 2014). Vylepšená APEX2 mutací C32S poskytuje lepší výsledky při expresi 
v savčích buňkách bez vlivu na její enzymatickou aktivitu (Huang et al., 2019). Nezávisle na sobě byly 
vytvořeny i 2 varianty split-APEX2 pro fragmentovou komplementaci (Xue et al., 2017; Han et al., 
2019).

2.3 Metody využívající křenovou peroxidázu

Křen Armoracia rusticana ve svém kořeni obsahuje několik peroxidáz. Nejhojnějším isoenzymem je 
křenová peroxidáza C (HRP – horseradish peroxidase) patřící do skupiny sekretorních rostlinných pe-

roxidáz (Welinder, 1992; Veitch, 2004). HRP je složena z 308 aa, hemového kruhu, 8 glykanových 
postranních zbytků a tvoří 4 disulfidické můstky potřebné pro její peroxidázovou aktivitu (Welinder, 
1976). Redukce peroxidu vodíku HRP se substrátem (např. fenoly, indoly, aminy, sulfonáty) probíhá dle 
reakce níže, kde HA2 znázorňuje redukovanou formu substrátu a HA · jeho radikál (Veitch, 2004).

H2O2 + 2 HA2 −−HRP→ 2 H2O + 2 HA ·

HRP je vzhledem k přítomnosti disulfidických m ůstků aktivní pouze v oxidačním prostředí, je 
tedy vhodná pro použití v extracelulárním prostředí, v lumen endoplasmatického retikula, Golgiho apa-

rátu a v mitochondriích. Možnost studia PPI na povrchu buněk, případně buněčných membrán využívají
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metody EMARS a SPPLAT (viz níže).

Membránově vázaná HRP je využívána i jako kontrastní značka pro elektronovou mikroskopii

(HRP katalyzuje polymeraci DAB) a pro fluorescenční mikroskopii (Li et al., 2010). Vytvořením split-

HRP (sHRP, HRP rozdělena do dvou komplementárních fragmentů) se otevřela nová možnost studia

intercelulárních PPI, která byla prakticky ukázána při vizualizaci synapsí mezi neurony (Martell et al.,

2016). V roce 2018 byla vytvořena mutovaná HRP nazvaná enhanced HRP (eHRP), která má oproti

wild type 100x větší katalytickou aktivitu, prozatím však byla použita pouze jako kontrastní značka pro

elektronovou mikroskopii (Cruz-Lopez et al., 2018).

2.3.1 EMARS a SPPLAT

Metoda EMARS (enzyme-mediated activation of radical sources) využívá vzniku radikálů reakcí HRP

k identifikaci možných interakcí na povrchu membrán. Prvotní studie využívaly jako reaktant deriváty

arylazidu. Nejdříve je k proteinu zájmu navázána protilátka konjugovaná s HRP a následně je přidán

derivát arylazidu, který reaguje s HRP za vzniku nitrenového radikálu, který atakuje blízké nukleofilní

skupiny. Nitrenový radikál má krátkou dobu života a reaguje s molekulami v okruhu maximálně 200–300

nm od proteinu zájmu (Kotani et al., 2008; Honke and Kotani, 2012).

K usnadnění následné identifikace molekul označených EMARS je využito navázání značek k

arylazidu. V prvních experimentech byl využit arylazid s navázaným biotinem, díky možnosti izolace

označených molekul navázáním např. na streptavidin. Avšak vzhledem k nespecifické biotinylaci pro-

teinů při průchodu biotinyl-arylazidu přes plasmatickou membránu, byl navržen derivát s navázaným

fluoresceinem (Honke and Kotani, 2012). Pro následnou purifikaci je využíváno imunoafinitní chroma-

tografie s protilátkami proti fluoresceinu (Jiang et al., 2012).

SPPLAT (selective proteomic proximity labeling assay using tyramide) je zdokonalením EMARS,

kdy je arylazid zaměněn za deriváty obsahující biotinyl-tyramid, který po reakci s HRP za přítomnosti

H2O2 produkuje fenoxylový radikál (Li et al., 2014). Fenoxylový radikál je schopný efektivnějšího zna-

čení a poskytuje menší množství falešně označených molekul (Honke, 2018).

2.4 PUP-IT

PUP-IT (pupylation-based interaction tagging) využívá k značení pupylaci, navázání krátkého proteinu

Pup (prokaryotic ubiquitin-like protein) k 6-aminoskupině lysinu za tvorby isopeptidové vazby. Reakce

je katalyzována bakteriálním enzymem PafA (proteasome accessory factor A), který označuje pomocí

proteinové značky Pup proteiny k degradaci analogicky k ubiquitinu (Iyer et al., 2008; Barandun et al.,

2012). Pupylační dráha byla poprvé objevena u Mycobacterium tuberculosis, kde se podílí na rezistenci

k oxidačnímu a NO stresu při pohlcení bakterie makrofágy (Darwin et al., 2003). Následně byla pu-

pylační dráha potvrzena u dalších zástupců aktinobakterií i jiných kmenů Gramm negativních bakterií

DeMot2007. Pup je složen z 60-70 aminokyselin s konzervovaným motivem Gly-Gly-Gln na C konci. V

prvním kroku (Obr. 2.4) je C-koncový glutamin deaminován na glutamát (takto deaminovaný Pup bude

dále označován jako Pup(E)) pomocí enzymu Dop (deamidase of Pup). Následně v druhém kroku již

probíhá tvorba isopeptidové vazby mezi glutamátem Pup(E) a 6-amino skupinou substrátu za katalýzy

PafA a ATP jako kofaktoru (Striebel et al., 2009; Sutter et al., 2010).
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Obr. 2.4: Pupylace – v prvním kroku Dop (deaminase de Pup) deaminuje de novo syntetizovaný Pup, prokaryotic
ubiquitin-like protein (Gln -> Glu, znázorněn na schématu červeně). Následně PafA přenáší fosfátovou skupinu
na Glu, což umožní atak 6-aminoskupiny lysinu z blízkého proteinu za tvorby isopeptidové vazby. Enzym PafA
(proteasome accessory factor A) je schopný transpupylace, ligace Pup z donorového pupylovaného substrátu na
cílový substrát. Depupylace je taktéž katalyzována enzymem Dop. Převzato a upraveno (Zhang et al., 2017).

Prvním ověřením možnosti využití pupylace pro blízkostí indukované značení byla identifikace

PPI cytosomálního C konce receptoru CD28 (Liu et al., 2018). Byl využit PafA a Pup z Corynebac-

terium glutamicum. Pro usnadnění další analýzy je možné modifikovat N konec Pup, např. navázáním

biotinu, nebo jeho zkrácení z 64 na 28 aminokyselin. V této studii byl hlavně využit Pup(E) fúzovaný

s karboxylázovou doménou BCCP, která může být biotinylována endogenními ligázami za vzniku bio-

PupE. Bio-pupylované proteiny mohou být dále detekovány western blotem se streptavidinem-HRP,

nebo purifikovány na mikročásticích potažených streptavidinem a analyzovány pomocí MS. Vzhledem

ke skutečnosti, že Pup(E) neopouští PafA, je označení cílové molekuly závislé na prostorové orientaci

mezi PafA a cílovým proteinem. Pro zvýšení flexibility je nutné vložit aminokyselinový linker (20 ami-

nokyselin prodlouží možný dosah o 60–80 Å) (Liu et al., 2018). Byla vyvinuta i kratší varianta značícího

peptidu, nazvaná Peptide 4.1, o délce 14 aminokyselin. Peptide 4.1 neobsahuje žádné lysinové zbytky,

takže je elimininována možnost navázání více značek na sebe (Sun et al., 2019).
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3. Sít’ování proteinů

Sít’ování proteinů (anglicky protein cross-linking) je kovalentní propojení dvou či více proteinů. Ze-

sít’ované proteiny mohou být následně izolovány (chromatograficky, elektroforeticky, aj.) a nejčastěji

analyzovány za použití hmotnostní spektrometrie (cross–linking mass spectrometry, XL–MS) nebo imu-

nologických metod. Stabilizace kovalentním spojením nabízí možnost zachytit i slabé a transientní PPI,

navíc MS poskytuje i strukturní informace o proteinových komplexech (Hurst et al., 2004).

Sít’ování proteinů pomocí chemických činidel je jednou z nejstarších metod pro detekci PPI.

Postupným zdokonalováním činidel, viz dále, je možné sít’ovat proteiny in vitro i in vivo. Velkým pokro-

kem je možnost vkládání nekanonických aminokyselin a současně úpravou k jednoduššímu vyhodnocení

pomocí MS, čímž se tyto metody zařadily mezi moderní a široce využitelné metody pro studium PPI i

interakcí proteinů s nukleovými kyselinami Brunner (1993).

3.1 Chemické sít’ování proteinů

Proteiny mohou být zesít’ovány působením chemických činidel, které reagují s funkčními skupinami

proteinu. Nejčastěji jsou využívána činidla heterobifunkční nebo homobifunkční, obsahující ve své

struktuře dvě reaktivní místa. Variabilní délka řetězce mezi těmito dvěma aktivními místy může sloužit

jako můstek (ang. spacer arm) a optimalizovat vzdálenost propojení (Sinz, 2006).

Mezi klasické a dlouhodobě používané činidla patří estery N-hydroxysukcinimidu, imidoestery,

karbodiimidy a imidy kyseliny maleinové. Za hlavní nevýhody těchto chemickým činidel, lze považovat

částečnou nefunkčnost za fyziologických podmínek a často i špatnou rozpustnost ve vodných roztocích

(Sinz, 2006).

Pro použití v živých buňkách je vhodný formaldehyd. Formaldehyd je malá elektrofilní mole-

kula, schopná procházet přes buněčnou stěnou. Formaldehyd primárně atakuje lysinové a tryptofanové

zbytky (Sutherland et al., 2008). V prvním kroku reakce se vytváří methylolová skupina, která se ná-

sledně mění na Schiffovu bázi. Následně Schiffova báze reaguje s dalším nukleofilem a tvorby kovalentní

vazby (Hoffman et al., 2015).

3.2 Fotosít’ování proteinů

Fotoreaktivní činidla reagují s cílovou molekulou až po ozáření UV světlem. Jakmile dojde k jejich

ozáření, vznikají z nich vysoce reaktivní radikály (Obr. 3.1). Tyto radikály rychle nespecificky vytvoří

kovalentní vazbu s blízkými molekulami, efektivní radius je v rozsahu několika angstromu (Liu and

Schultz, 2010). Arylazidy po ozáření o vlnové délce 250 mm tvoří velmi nestabilní nitrenové radikály.
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Nezreagované nitrenové radikály se rychle (asi po 100 mikrosekundách) přeměňují na méně reaktivní na

ketiminy. Benzofenoly jsou aktivovány světlem o vlnové délce 350-365 nm a vytváří ketylový diradikál

(Dorman and Prestwich, 1994). Diaziriny po ozáření o vlnové délce 360-365 nm vytvářejí karbenový

intermediát.

Obr. 3.1: Často používané skupiny činidel pro fotosít’ování. A) arylazidy, B) benzofenoly, C) diazirin, převzato
(Nguyen et al., 2018).

PIR (protein interaction reporter) je nová skupina činidel pro sít’ování. Tato činidla obsahují

ve své struktuře dvě místa pro rozštěpení při indukci fragmentace MS/MS, po rozštěpení vzniknou dva

fragmenty – jeden nesoucí afinitní značku a druhý nesoucí reportér (mass-encoded reporter). Afinitní

značka zajistí možnost oddělení afinitní chromatografií a reporter generuje po fragmentaci diagnostický

iont (Tang and Bruce, 2010). Byly vytvořeny taktéž činidla s obsaženým radioaktivním isotopem (stable

isotope-labeled cross-linkers) pro následné usnadnění vyhodnoceni MS spektra a identifikaci zesít’ova-

ných produktů (Müller et al., 2001).

3.3 Inkorporace nepřirozených aminokyselin

Pokrok v oblasti zabudovávání nepřirozených kyselin do struktury proteinu, otevřelo nové možnosti pro

sít’ování. Uměle vytvořené fotoreaktivní aminokyseliny (FA) odvozené od proteinogenních aminokyse-

lin mohou být zabudované na konkrétní místo v novém peptidovém řetězci a využity pro fotozesít’ování.

Vytvoření ortogonálních aminoacyl tRNA syntetázy a rozpoznávané umělé aminokyseliny umožnilo in-

korporovat fotosít’ovací činidlo namísto amber stop kodonu (UAG) (Hino et al., 2005).

Další možností inkorporace FA je metabolická inkorporace. Prvními vytvořenými deriváty se

strukturním začleněním diarizinu (Obr. 3.2) byl foto-methionin a foto-leucin. Vzhledem k zachování

strukturní podobnosti, jsou tyto FA rozpoznávány a inkorporovány neupravenou translační mašinérií

(Suchanek et al., 2005).
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Obr. 3.2: Strukturní porovnání přirozených a uměle vytvořených aminokyselin (Suchanek et al., 2005).

Mezi nejčastěji používaná fotočinidla inkorporována do FA patří benzofenony, azidy a diaziriny,

a to díky aktivaci světlem o vlnové délce 365 nm, která je vhodná pro in vivo aplikace (Hino et al., 2005).

Úpravou linkeru lze dosáhnout snadnější MS analýzy (Obr. 3.3). Štěpitelné linkery po přidání oxidačního

činidla poskytují možnost selektivního navázání sekundární značky, během rozštěpení jsou od sebe bait

a prey protein rozděleny a je možné tedy protein zájmu přednostně analyzovat (Coin, 2018).

Obr. 3.3: a) Znázornění obecného průběhu fotosít’ování. Kovalentní zesít’ování po ozáření UV světlem a nespe-
cifickém navázání na blízké proteiny je vytvořen kovalentní komplex mezi blízkým proteinem a proteinem zájmu
se zabudovanou fotoreaktivní skupinou. B) Využívané typy FA s modifikacemi usnadňující následnou MS ana-
lýzu. Po selektivním rozštěpení linkeru obsahují chemické kotvu (znázorněna v červeném rámečku), na kterou je
možné selektivně dodat sekundární značku před analýzou. Z leva: DiZSeK (N-(3-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)-
propaminokarbonyl-L-lysine, DiZHSeC (N-(3-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)-propaminokarbonyl-gamma-seleno-
L-lysin), Se-(N-(3-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)propyl)propanamide)-3-yl-homoselenocystein), DizAseC Se-(N-
(3-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)propyl)propanamid)-3-yl-homoselenocystein. Převzato a upraveno (Coin, 2018).

V neposlední řadě dochází k vývoji nepřirozených aminokyselin i pro možnost chemického

zesít’ování. Tyto aminokyseliny reagují s cílovými funkčními skupinami přirozeně se vyskytujících v

proteinech. Upravené aminokyseliny obsahují elektrofilní skupinu, která atakuje nukleofilní skupinu na
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postranním řetězci přirozených aminokyselin na proteinu zájmu. Cílovým residuem pro tento nukleofilní

atak je často thiolová skupiny cysteinu díky poměrně vysokému nukleofilnímu charakteru. Pro úspěšné

provedení zesít’ování je nutné, aby elektrofil nespecificky nezreagoval s volnými nukleofily v buňce, ale

současně dostatečně reaktivní pro vytvoření kovalentní vazby s proteinem zájmu (Xiang et al., 2013).

Byly připraveny varianty aminokyselin obsahující atomy halogenů (např. p-2’-fluoroacetylfenyalanin)

vykazující schopnost tvorby interproteinových i intra-proteinových vazeb s Cys residui. Tvorba těchto

vazeb je ovlivněna vhodnou orientací a blízkostí cílové aminokyseliny, jejím okolím a celkovou reak-

tivitou halogen-aminokyseliny. Tvorba kovalentní vazby je tedy ovlivněna proximitním efektem, kdy

nejdříve dochází k tvorbě nekovalentního komplexu, který sníží aktivační energii a usnadní tedy tvorbu

vazby. Interproteinové reakce poskytují trvalé spojení reagujících proteinů a intraproteinové zesít’ování

může být využito k zvýšení termostability proteinu. (Xiang et al., 2014).

Mimo halogenderiváty aminokyselin jsou využívány i alkyl- a aryl- ketony, trifluoroketony a

akrylamidy. Vzhledem ke skutečnosti, že cystein se téměř nevyskytuje na povrchu proteinů a často

tvoří sulfidové můstky (Lins et al., 2003), často musí být provedena cílená mutageneze na proteinu

zájmu k zaručení úspěšného zesít’ování. Alternativu k cysteinové thiolové skupině poskytuje epsilon-

amino skupina na lysinu (Baslé et al., 2010). Pro sít’ovací reakce zacílené na lysin, lze použít deriváty

aminokyselin obsahující akrylamidové a sulfonamidové skupiny (Furman et al., 2014).
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4. Metody s využitím fluorescence

Do této části jsou zařazeny metody, které k identifikaci PPI využívají fluorescenci. Fluorescence je děj,

při kterém látka absorbuje foton, dojde k excitaci – přechodu do vyššího energetického stavu, a následné

relaxaci do základního stavu spojenou s emisí fotonu. Vzhledem k možnosti přímé detekce emitujícího

záření jsou metody spojené s detekcí fluorescence ideální pro sledování prostorového uspořádání pro-

bíhajících dějů a to i v reálném čase. Taktéž je možné provádět experimenty neinvazivně in vivo za

fyziologických podmínek.

Fluorofory jsou obecně látky schopné absorbovat po ozáření foton a následně jej vyzářit ve

formě emisního záření, přičemž emisní záření má delší vlnovou délku než záření absorbované. Látky

vykazující fluorescenci mohou být využity jako fluorescenční sondy.

4.1 BiFC

Bimolekulární fluorescenční komplementace (BiFC, bimolecular fluorescence complementation) je me-

toda založená na vytvoření fluorescenčního komplexu z dvou oddělených fragmentů fluorescenčního

proteinu. Dokud nedojde k dostatečnému přiblížení nevykazují tyto fragmenty fluorescenci. Jednotlivý

fragment je možné připojit k proteinu zájmu a druhý fragment na hypotetického interakčního partnera.

Prvním použitým fluorescenčním proteinem pro BiFC byl GFP (green fluorescent protein) (Ghosh et al.,

2000). Následně byly vytvořené fragmenty i YFP (yellow fluorescent protein), které málo fluoreskují,

pokud jsou náhodně vázány k neodpovídajícím molekulám a při vazbě na svůj fragment poskytují sil-

nější signál než fragmenty GFP.

Pokud je použito více fragmentů od různých fluorescenčních proteinů, mluvíme o multicolor-

BiFC (Obr. 4.1. Multicolor-BiFC umožňuje současně sledovat více interagujících proteinů a jejich vzá-

jemné PPI (Hu and Kerppola, 2003).

Mezi hlavní limitace použití BiFC v živých buňkách je nutné zmínit zejména vysoké pozadí

způsobené buněčnou autofluorescencí a omezení možné velikosti navázaného fragmentu – větší fy-

tochromy mohou mít vliv na funkci a interakce sledovaného proteinu. Pro použití v savčích buňkách

je ideální detekce světla v rozmezí 600 – 1300 nm, tedy v oblasti blízkého infračerveného světla (near-

infrared). V tomto rozmezí je nízká autofluorescence savčích tkání, malý rozptyl světla a minimální

absorbce melaninu, vody a hemoglobinu (Tromberg et al., 2000). Právě menší velikost a idealní flu-

orescenční spektrum se stalo cílem pro vývoj nových fluorescenčních proteinů pro BiFC. Například

protein miRFP670nano, 1,6krát menší než fluorescenční deriváty GFP, byl úspěšně využit pro BiFC k

identifikaci interakcí proteinu N nukleokapsidy SARS-CoV-2 (Chen et al., 2022).
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Obr. 4.1: Multicolor-BiFC, protein A, B a Z s fúzovanými fragmenty různých fluorescenčních proteinů. Protein Z
může interagovat s proteinem A i B, lze tedy sledovat, kde v buňce dochází k interakci a taktéž odhadnout relativní
efektivitu tvorby alternativního komplexu. Převzato z (Hu et al., 2017).

4.2 FRET

Försterův resonanční přenos energie (FRET) je fyzikální jev, při němž dochází k přenosu energie mole-

kuly donora (D) na akceptorní (A) molekulu. Prvně byl tento děj popsán již ve 20. letech 20. století, ale

mechanismus přenosu byl objasněn v roce 1948 T. Försterem, po němž nese své jméno (Förster, 1948).

Principem FRET je nezářivý (tzn. bez uvolnění energie ve formě fotonu) přenos energie díky dipol-dipol

interakci (Obr. 4.2).

Obr. 4.2: Schématické znázornění FRET pomocí Jablonského diagramu. D* označuje excitovaný stav molekuly
donora, A* excitovaný stav akceptora A, plná čára odpovídá vyzáření energie ve formě fotonu, přerušovaná čára
znázorňuje nezářivý přenos. Po excitaci donora (D) dochází k excitaci D*, následně k FRET za současné relaxace
D. Excitovaný A* vyzařuje energii ve formě fotonu a relaxuje do nižší energetické hladiny. Zakládní energetické
hladiny D a A jsou energeticky spojeny díky dipol-dipolovým interakcím (znázorněno přerušovanými čarami).
Převzato a upraveno z (Sahoo, 2011).

Pro průběh FRET je nutný překryv emisního spektra donora a absorbčního spektra akceptora.

Přibližná vzdálenost akceptoru a donoru pro efektivní FRET je 10-100 Å, přičemž efektivita energetic-

kého přenosu klesá s šestou mocninou vzdálenosti donora a akceptora. Efektivita FRET je taktéž ovliv-
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něna orientací (úhlem) mezi dipóly akceptora a donora (Sahoo, 2011). FRET bývá často označován

jako „spektroskopické pravítko“ na základě silné závislosti efektivity na vzdálenosti mezi akceptorem

a donorem (Clegg, 1995), (Stryer, 1978).

Pro využití k detekci možných PPI jsou k proteinům zájmu fúzovány s fluorofory schopnými

FRET. Pokud nedojde k interakci mezi akceptorem a donorem, pouze fluorofor donora emituje záření.

Pokud se donor dostatečně přiblíží k akceptornímu proteinu, po přechodu donorového fluoroforu do

excitovaného stavu dochází k FRET a následné emisi fotonu s jinou vlnovou délkou donorovým fluoro-

forem. FRET je vhodný, jak pro in vitro detekci i pro užití in vivo díky využití fluorescenčních proteinů

(FP), např. CFP (cyan fluorescent protein) a YFP (yellow fluorescence protein), avšak skýtají problém

možného sterického omezení proteinů zájmu omezující či zcela zamezující FRET. Další nevýhodou je

částečný překryv emisních spekter donorního a akceptorního fluoroforu, což zvyšuje šum pozadí (Ber-

ney and Danuser, 2003).

FLIM–FRET (Fluorescence life time imaging–FRET) kombinace FRET s mikroskopií umož-

ňuje s velkou přesností sledovat a lokalizovat PPI v živých buňkách. FLIM-FRET měří rozdíl času, za

který dojde k vyhasnutí donora, tj. dobu, za kterou přejde donor z excitovaného stavu do nižší energetické

hladiny, v přítomnosti či absenci akceptorního fluoroforu (Gordon et al., 1998). FLIM poskytuje i mož-

nost kvantifikovat PPI v živých buňkách s využitím TCSPC (time–correlated single proton counting).

TCSPC detekuje jednotlivé vyzářené fotony, načež je stanovena jejich distribuce. Na základě těchto

měření je možné stanovit abundanci interagujících a neinteragujících donorů s akceptory a odhadnout

disociační konstantu interagujícího páru (Duncan, 2006).

Optimalizací fluorescenčních sond a přidáním navzájem afinních domén/peptidů na donorový

a akceptorní fluorofor byl vytvořen HiFRET (helper–interaction FRET), který je citlivější pro detekci

slabších PPI. Přidáním WW či SH3 domény k FP m–Citrinu a odpovídajících afiních peptidů (Gly–Ser,

Thr–Gly) dochází k bližšímu přiblížení fluoroforu a uspěšného FRET (Grünberg et al., 2013; Jalink,

2013), schématicky znázorněno (Obr. 4.3).

Obr. 4.3: HiFRET – při fúzi domény s afinitou k odpovídajícího peptidu fúzovaného k fluoroforu pro FRET
(fúzované doména/peptid jsou znázorněny šedě), lze dosáhnout vyšší sensibility. Převzato a upraveno (Jalink,
2013).

16



4.3 BRET

BRET (bioluminiscence resonance energy transfer) je metoda založená na přirozeném FRET u někte-

rých mořských živočichů, např. Aequorea victoria, Renilla reniformis bez nutnosti excitace fluoroforu 
laserem, ten je nahrazen enzymatickou aktivitou příslušného enzymu (např. luciferázy u Renilla (Pfleger 
and Eidne, 2006). Nejčastěji bývá pro BRET využívána právě luciferáza (Rluc) původem z Renilla jako 
donor a varianta YFP nebo GFP z Aequorea jako energetický akceptor. Pro enzymatickou funkci Rluc je 
potřeba koelenterazinu jako substrátu pro oxidaci za přístupu elementárního kyslíku. Koelenteraziny 
jsou malé hydrofóbní molekuly se schopní procházet přes membrány (Xu et al., 1999).

V první generaci BRET1 je používán jako substrát benzyl-koelenterazin, v druhé generaci 
BRET2 je využit bisdeoxykoelenterazin (taktéž označován jako DeepBlueC). V závislosti na použitém 
substrátu se mění i emisní spektrum Rluc Pfleger and Eidne (2006). Další variantou BRET je eBRET 
(extended BRET) využívající modifikovaný substrát EduRen pro sledování PPI v delším časovém úseku. 
eBRET byl úspěšně použit pro sledování interakcí GPCR (G-protein coupled receptor) s beta-arrestinem 
v průběhu několika hodin (Pfleger et al., 2006).

Výhodami BRET oproti FRET je absence externího zdroje záření, která v případě FRET vede 
k fototoxicitě a autofluorescenci. Při použití Rluc však je nižší výstupní signál než u FRET. K překonání 
této limitace byly připraveny upravené luciferázy – mutovaná Rluc8 poskytuje větší přenos energie a 
tudíž zlepšuje i celkovou citlivost pro detekci (De et al., 2007). Rluc8 spolu s mutovaným červeným flu-

orescentním proteinem (mOrange) se staly základem pro BRET3, který je vhodný pro sledování PPI v 
živých organismech vlivem posunutí emisního spektra do červené barvy (De et al., 2009). Dalšího zlep-

šení bylo dosáhnuto modifikací luciferázy (NanoLuc) z korýše Oplophorus gracilirostris a navrhnutím 
ideálního substrátu furimazinu. NanoLuc poskytuje 150krát lepší aktivitu než jiné využívané luciferázy 
a je vhodná pro expresi v savčích buňkách (Hall et al., 2012).
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5. Biofyzikální metody

Pro bližší pochopení probíhajících interakcí je možné využít metody biofyzikální, díky nimž je možné

stanovit kinetické a termodynamické parametry probíhající interakce. Limitace a výhody vybraných

metod jsou shrnuty v tabulce 5.1. níže.

Metoda Výhody Nevýhody

Povrchová

plasmonová

resonance

Isotermální

titrační

kalorimetrie

MicroScale

termoforéza

-relativně rychlá

-vysoká citlivost

-vyžadováno malé množství vzorku

-bez nutnosti přidání značky

-probíhá v roztoku

-bez limitace velikostí molekul

-bez nutnosti přidání značky

-rychlá

-vyžadovano malé množství vzorku

-možnost provést měření i v buněčných

lyzátech

-nutnost imobilizace vzorku

-nelze zkoumat vysoce afinní interakce

některé analyty se mohou na povrchu
nespecificky vázat-obtížná kvantifikace slabých PPI

-velké množství vzorku

-casově náročná příprava experimentu

-nutnost vysoké rozpustnosti interagujících partnerů

-základní požadavek je změna entalpie po navázání 
interagujícího partnera

-nutnost rozpustnosti obou interagujících proteinů ve 
stejném pufru

-nutnost navázat fluorescenční značku

-značka může ovlivnit protein zájmu

-photobleaching

Tabulka 5.1: Shrnutí instrumentálních metod, převzato a upraveno (Podobnik et al., 2016)

5.1 Povrchová plasmonová resonance

Povrchová plasmonová resonance (surface plasmon resonance, SPR) je jednou z nejpoužívanějších me-

tod pro fyzikální popis PPI mezi dvěmi molekulami. Prostřednictvím SPR experimentu je možné získat

data ke stanovení disociační a asociační konstanty, afinitu vazby a termodynamických parametrů inter-

akce. SPR je citlivou metodou, s malými nároky na množství analyzovaného proteinu a není potřeba

značení molekul.

Povrchová plasmonová resonance je fyzikální děj v důsledku interakce dopadajícího světla s

tenkou vrstvou kovu ve styku s dielektrikem (vodou). Při dopadu světla na rozhraní optického hranolu

s vodou dochází podle indexu lomů jednotlivých optických prostředí, úhlu dopadu a rychlosti světla

k lomu a odrazu světla. Pokud je dosaženo mezního úhlu, dochází k totálnímu odrazu světla, kdy ne-
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prochází vlnění do druhého prostředí. Pokud mezi optický hranol a vodu vložíme slabou vrstvu vodiče

(typicky je využívána vrstva zlata), dochází při konkrétním úhlu a frekvenci dopadajícího světla k SPR

(Obr. 5.1). Při úplném odrazu světla část záření resonuje s vrstvou kovu a vyvolá excitaci elektronů kovu

a jejich pohybu za vzniku tzv. plasmonů (povrchových plasmonových polaritonů) (Gordon and Ernst,

1980). Plasmony vytváří evanescentní elektrické pole s rozsahem 300 nm od styku kovu a testovaného

roztoku (Homola et al., 1999). Prvním použitím SPR jako biosenzoru bylo v roce 1983 (Liedberg et al.,

1983).

Pro analýzu pomocí SPR je potřeba jednoho z interagujících proteinů (ligand) uchytit na kov

(čip). Následně je změřen ideální úhel lomu pro průběh SPR. Vzhledem k závislosti úhlu odrazu na

indexu lomu při změně složení média, dochází po přidání a průtoku analytu (druhého interagujícího pro-

teinu) a jejich interakci ke změně ideálního úhlu pro SPR, která je detekována pomocí snížené intenzity

odraženého světla. Změna SPR je zaznamenána v resonančních jednotkách (resonance unit, RU), kdy

změna o 1000 RU je rovna změně úhlu o 0,1° (Wilson, 2002).

Obr. 5.1: A) Schéma tzv. Kretschmannovy konfigurace, B ) s pektrum o draženého s větla p řed a  p o z měně indexu 
lomu, C) navázání analytu na povrch, D) změna indexu lomu způsobená interakcí analytu s ligandem, převzato a 
upraveno (Nguyen et al., 2015).

Uchycení ligandu na čip může být uskutečněno kovalentním napojením přes amino, hydroxylo-

vou, karboxylovou nebo aldehydickou skupinu. Další možností je uchycení přes protilátky, případě přes 
GSH fúzní protein, histidinovou nebo biotinovou značku. Tyto vazby však mohou vést k prostorovému 
omezení proteinu a tím i změně interakce (Khan et al., 2012).

5.2 Isotermální titrační kalorimetrie

Metoda isotermální titrační kalorimetrie (ITC) poskytuje možnost jediným přímým měřením 
kvantitativně popsat vazebné a kinetické parametry interagujících proteinů. IST poskytuje možnost 
stanovit reakční stechiometrii (n), hodnotu disociační konstanty (KD), entropii (∆S), entalpii (∆H), 
teplotní kapacitu (CP), Michaelisovu konstantu (KM) (Freire et al., 1990; Morin and Freire, 1991). 
Vztah mezi jednotlivými
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veličinami je popsán níže.

DeltaG = −RTlnK = DeltaH − TDeltaS

ITC kalorimetr (Obr. 5.2) se skládá ze dvou kalorimetrických cel z vysoce tepelně vodivých

materiálů (např. z Hastelloy slitiny, zlata), v jedné probíhá samotná titrace a je naplněna testovaným

vzorkem a v druhé, referenční, je pouze rozpouštědlo shodné s rozpouštědlem použitým pro přípravu

vzorku. Obě cely jsou udržovány při stejné teplotě. Roztok s jedním testovaným vzorkem je titrován

do vzorkové cely s roztokem druhého interagujícího vzorku. Během titrace je zaznamenávána teplotní

změna mezi celami, která je navozena interakcí mezi testovanými vzorky. Pro zaznamenání teplotní

změny je využito měření výkonu topného tělesa, které vyrovnává stejnou teplotu mezi celami. Při exo-

termální reakci je příhřev snížen, naopak při endotermální reakci je příhřev zvýšen (Pierce et al., 1999).

Pro vyhodnocení experimentu je nutné brát v potaz teplotní změnu při rozpuštění titrovaného

vzorku v roztoku. Podle typu kalorimetru může probíhat měření této teploty současně v případě dvoj-

injekčního kalorimetru nebo ve dvou měřeních pokud je možná jen jedna injektáž (Freire et al., 1990). V

jednom z měření je místo vzorku v cele použit pouze roztok bez vzorku a titrace tedy probíhá pouze s in-

jektovaným vzorkem, čímž je zaznamenána jeho reakce s rozpouštědlem a standardní měření s použitím

obou vzorků.

Obr. 5.2: ITC kalorimetr (Prozeller et al., 2019).

Možnou limitací pro aplikaci metody je nutnost dodržet vhodnou koncentraci vzorků. Parametr

c = Kd × koncentrace dimeru (interagujícího páru) by měl být v rozmezí 1 až 1000 a značí nejmenší

a největší měřitelnou hodnotu disociační konstanty. Pro studium vysoce afinních interakcí je optimální

koncentrace vzorku velmi nízká a pro nízko afinní naopak velmi vysoká (Wiseman et al., 1989).

5.3 MicroScale termoforéza

MicroScale termoforéza (MST) je založena na principu termoforézy, což je přímý pohyb molekul po

teplotním gradientu (Ludwig, 1856), který byl pozorován již v 19. století, ale první aplikace MST jako
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metody pro identifikaci PPI byla popsána až v roce 2010 na interakci DNA aptameru s trombinem

(Baaske et al., 2010).

Během MST se monitoruje pohyb fluorescenčně značených molekul po teplotním gradientu

(Obr. 5.3). Termoforéza je velmi citlivá na minimální změny konformace, náboje či velikosti molekuly

při interakci (Seidel et al., 2013). Naměřená data změny fluorescence jsou využita pro stanovení diso-

ciační konstanty, termodynamických parametrů vazby, je možné rozlišit vazebný mechanismus a sledo-

vat kinetiku reakce. Měření probíhá v malých skleněných kapilárách (experiment vyžaduje velmi malé

množství analyzované látky), vzorek je v kapilárách fluorescenčně označen a je excitován z objektivu.

Teplotní výchylka je navozena pomocí infračerveného (IR) laseru. Při zkoumání disociační konstanty

jsou postupně měřeny vzorky v kapilárách o přesné koncentraci a postupně je zvyšována koncentrace

interagujícího ligandu za současného sledování vlivu na termoforézu (Mao et al., 2015).

Podstatnou výhodou MST oproti ITC a SPR je možnost analyzovat nezředěné buněčné lyzáty,

které jsou mnohem blíže fyziologickým podmínkám než naředěné roztoky (Phillip and Schreiber, 2013).

Obr. 5.3: Schéma MST experimentu. V průběhu je zaznamenávána změna fluorescence navázaného fluoroforu
(znázorněn zelenou hvězdičkou). Molekuly se mohou nacházet v roztoku ve dvou stavech, navzájem interagující
(s vazbou), případně bez interakcí. Při MST dochází k zahřívání vzorku pomocí infračerveného (IR) laseru, který
způsobí pohyb molekul pryč od excitované oblasti. Jakmile je IR laser vypnutý, molekuly difundují zpět. Dojde-li
k interakci mezi proteiny, lze pozorovat změny v difuzi oproti stavu bez vazby. Převzato a upraveno (Mrozowich
et al., 2019).
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6. Závěr

Proteinové interakce jsou zásadní pro veškeré děje v živých buňkách. Díky novým a zdokonaleným

metodám je možné hledání nových interagujících proteinů a charakterizace procesů, na kterých se podílí.

Výzkum PPI je taktéž zajímavý pro vývoj nových léčiv, díky hledání nových ligandů a popisu jejich

vazeb. Experimentální průzkum doplňuje in silico výzkum, poskytuje nová data a potvrzuje či zamítá

existenci předpokládaných PPI.

Metody představené v této práci jsou děleny do pěti celků. Blízkostí indukované značení po-

skytuje možnost označení pravděpodobných interagujících proteinů v živých buňkách a díky připojení

kovalentních značek, lze pak pravděpodobné interagující proteiny izolovat. Díky rozvoji nových typů

značení a optimalizaci enzymu jsou tyto metody velmi vhodné zejména pro experimenty in vivo, shrnutí

Tab. 6.1. Metody založené na sít’ování proteinů jsou jedny z nejdéle používaných. Kovalentní vazba mezi

proteiny poskytuje možnost zachycení i transientních a slabých interakcí. Velký pokrok pro sít’ování

proteinů poskytla inkorporace nekanonických aminokyselin přímo do struktury studovaného proteinu.

Metody založené na detekci fluorescence poskytují možnost sledovat interakce v reálném čase a v jed-

notlivých subcelulárních kompartmentech. V neposlední řadě metody biofyzikální stanovující nejenom

kinetické a termodynamické parametry přispívají k charakterizaci vazeb mezi interagujícími proteiny.

Vzhledem k širokému rozsahu metod, je možné zvolit vhodné metody dle předpokládané lo-

kalizace, experimentálního organismu a požadovaných výstupech analýzy. Je vhodné metody vhodně

doplňovat pro potvrzení a ujasnění výsledných dat.

Enzym Původ
Velikost

[kDa]
Optimální

teplota
Doba značení Radius [nm]

APEX hrách 28 37 1 min <20

APEX2 sója 28 37 1 min <20

BioID E. coli 35 37 18-24 h ~10

BioID2 A. aeolicus 25 37 18-24 h ~10

AirID E. coli 37 26 3-24 h ~10

miniTurbo E. coli 28 25 >10 min ~10

TurboID E. coli 35 25 >10 min ~10

HRP křen 44 37 10 min až 2 h 200-300

PUP-IT Mycobacteria 54 37 24 h NA

Tabulka 6.1: Shrnutí metod blízkostí indukovaného značení
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