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Abstrakt

Protein-proteinové interakce (PPI) hraji nepostradatelnou roli ve vSech procesech v Zivych buiikéch.
Pochopeni interakci mezi proteiny nim umoziuje blizsi popis bunéénych déju a jejich pochopeni otevira
nové moznosti i pro navrh 1€¢iv. DileZitost otazky studia PPI se odraZi v recentnim rozvoji riznorodych
metod pro jejich identifikaci a popis.

Cilem této prace je sumarizovat poznatky o novych a zdokonalenych experimentalnich meto-
déach identifikace a charakterizace proteinovych interakci. Metody popsané v této prici jsou ¢lenény do
Ctyt kapitol, metody blizkosti indukovaného znaceni proteind (BiolD, BiolD2, APEX, TurboID, Mini-
Turbo, PUP-IT, AirlD, SPPLAT, EMARS), vyuziti sit ovani proteinil pro jejich identifikaci a strukturni
charakterizaci (XL-MS), fluorescencni metody identifikace a vizualizace (BiFC, FRET, BRET) a biofy-

zikdlni metody pro stanoveni kinetickych ¢i termodynamickych parametrti interakce (SPR, ITC, MT).
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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 (BiolD, BiolD2, APEX, TurbolD,
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).
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1. Uvod

Protein-proteinové interakce (PPI) jsou zdsadni pro vSechny déje v Zivé buiice. Jejich studium ndm
mizZe poskytnout didlezita data pro pochopeni bunénych drah, jejich anomadliich a moZnostech 1é¢by.
Neustdle se vyvijeji a zdokonaluji nové experimentalni metody pro zachyceni novych interagujicich
proteind, jejich izolaci a analyzu meziproteinovych interakei.

Protein-protein interakce jsou zprostfedkovany pomoci nekovalentnich vazeb. Uplatiiuji se napf.
Van der Waalsovy sily (diky stdlych nebo indukovanych dipolovym interakcim), elektrostatické inter-
akce (vodikové mistky, interakce iontll) a hydrofébni interakce. Vazba nekovalentni je oproti vazbam
kovalentn{ slabsi. VétSina proteinii ma Sirokou fadu moznych interakcnich partnerd, spole¢né tvoii tzv.
interaktom (proteinova sit’, souhrn vSech interagujicich proteint). Prvotné lze rozdélit PPI na obligatni
a neobligdtni. Proteiny, které jsou schopny existovat i ve formé protomeru bez PPI, oznacujeme jako ob-
ligatni naopak pokud je protein bez vytvofeni komplexu velmi nestély, 1ze jeho interakci povaZovat za
obligitni (Nooren and Thornton, 2003). Podle samotné stélosti jednotlivych interakci, l1ze rozdélit PPI
na transientni, které charakterizuje doba interakce v fddu sekund a maji relativné vysokou disociacni
konstantu, a na permanentni (Perkins et al., 2010).

Tato bakaléiskd préce si klade za cil podat piehled vybranych modernich metod pro studium PPI
s diirazem na moznost in vivo aplikace. Do prace jsou vybrany zejména metody, které se v poslednich
letech zdokonalily a oteviraji nové moznosti ve vyzkumu PPI. V prvni ¢dsti je vénovadna objevu novych
interagujicich proteinii pomoci enzymatického znaceni. V dal$ich kapitolach potvrzeni PPI a vizuali-
zaci pomoci fluorescence, kovalentniho provazani diky zesit'ovdni vhodné pro dalsi analyzu zejména
hmotnostni spektroskopii. V posledni ¢4sti jsou predstaveny metody instrumentdlni pro kineticky a ter-
modynamicky popis interakci.

Mezi déle pouZivané ,konvencni metody* lze fadit napf. kvasinkovy dvouhybridovy systém
(Y2H), afinitni purifikaci ¢i metodu ko-imunoprecipitace. Omezenim téchto metod je omezend schop-
nost identifikovat slabé a transientni interakce, taktéZ nelze tyto metody pouZit pro studium membrano-
vych a nerozpustnych proteint (Snider et al., 2015),(Bushell et al., 2008).

Rozvoj studia PPI pfispél i k moZnosti vyuZziti bioinformatickych a genomickych metod pro pre-
dikci ptedpokladanych PPI na zdklad€ experimentélnich dat z interakcei strukturné podobnych proteind.
Lze jmenovat tii nejvetsi databdze (Snider et al., 2015) s vice nez 14 000 lidskych PPI: IID (Kotlyar
et al., 2015), I2D (Brown and Jurisica, 2005) a BioGRID (Chatr-aryamontri et al., 2016).



2. Blizkosti indukované znaceni proteini

Béhem poslednich let se do popfedi metod studia PPI dostdvaji metody zaloZené na znacen{ prostorové
blizkych proteinti. Tyto metody vyuZivaji enzymy, které jsou schopny generovat reaktivni slouceniny,
které difunduji v okol{ proteinu zdjmu a navazuji se na mozné interakéni partnery (Obr. 2.1). Enzymy
byvaji fuzovany pfimo na protein zajmu (protein, jehoZ PPI chceme zkoumat) a po dodani potfebnych
reaktantd dochazi v ur€ité vzdalenosti ke kovalentnimu navazani na proteiny, tzv. ptidani znacky (nejcas-
téji je vyuZivan k navizani biotinu). Oznacené proteiny mohou byt ndsledné izolovany a identifikovany,

nejCastéji hmotnostni spektroskopii.

.
I Cytoplasma

©

(B) @

T

!

Subcelularni
kompartment

A Znadici
, molekula
Akceptorni

motiv

" &

BiolD Bait

Bunééné jadro

Trends in Cell Biology

Obr. 2.1: (A) Vyuziti flize znaciciho enzymu nebo akceptorového motivu k ,,bait* proteinu (v tomto ptipade se
jedna o fizi znaciciho enzymu) k navazani znacici molekuly k proteinu zdjmu ,,prey* protein. (B) VyuZiti kienové
peroxidazy (HRP) k znaleni proteinti na povrchu bunék. (C) VyuZiti fize APEX s ,target“ motivem (TM) k
mapovani proteind v subceluldrnich kompartmentech. (D) VyuZiti metody BioID. Pfevzato a upraveno (Kim and
Roux, 2016)

Podle chemické charakteristiky znaciciho enzymu lze rozdé€lit metody blizkosti indukovaného
znaceni (proximity labeling) do nékolika skupin: metody vyuzivajici biotin protein ligdzy (napf. systém
BirA/BAP, BiolD, SUMO, TurbolD, MiniTurbo), mutované askorbat peroxididzy (APEX, APEX2) a



kienové peroxiddzy (EMARS, SPPLAT) a dalsi vyuZivajici napf. pupylaci pro znaceni proteinu zdjmu.

2.1 Metody vyuzivajici biotin ligazy

Biotinylace je reakce, pfi niZ je biotin kovalentné pfipojen k reagujici molekule. Ve vodé rozpustny
biotin patii do skupiny vitaminu B, byva nazyvan taktéZ vitamin B7, H nebo koenzym R. Biotinylace
je podstatnou soucdsti biochemickych drah, biotin se zapojuje v metabolismu jako koenzym karboxy-
laz (Knowles, 1989) a taktéZ se biotinylace podili na regulaci genové exprese, v bunécné signalizaci a
organizaci chromatinu (Zempleni, 2005). Biotin je jednou z nejvice pouZivanych molekul pro znaceni
proteinti, diky moZnost snadné detekce a purifikace. Pro rychlou a specifickou izolaci biotinylovanych
proteint je vyuZivano tvorby stabilniho komplexu s glykoproteinem avidinem nebo jeho homology (bak-
teridlni homolog streptavidin nebo NeurAvidin), diky jejich vysoké specificité a silné vazbé k biotinu —

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

2.1.1 BiolD a BioID2

Metody BiolD (proximity-dependent biotin identification) a BiolD2 vyuZivaji promiskuitni mutovanou
biotin protein ligdzu (BPL) k identifikaci PPI a blizkych proteind in vivo. BiolD je zaloZeno na muto-
vané BirA, 35.3 kDa velké biotin ligase z Escherichia coli. Wild-type BirA specificky biotinyluje pouze
lysinovy zbytek na BCCP (biotin carboxyl carrier protein) podjednotku acetyl-CoA karboxylazy, BirA
ma nejen enzymatickou aktivitu, ale plsobi i jako transkripéni represor biotinového operonu (Chakra-
vartty and Cronan, 2012). Biotinylace, katalyzované BPL, se sklddaji ze dvou dil¢ich reakcich (Obr. 2.2).
V prvni reakci vznikd z ATP a biotinu biotinoyl-AMP (bio-5’-AMP, biotinyl adenylat) za soucasného
uvolnéni pyrofosfatu. Bio-5’-AMP zdstdva v aktivnim misté BPL. V navazujici dilé{ reakci dochézi k
nukleofilnimu ataku 6-amino skupiny lysinu z cilového proteinu na anhydridovou skupinu bio-5’-AMP
za vzniku peptidové vazby a soucasného odStépeni AMP (Chapman-Smith and Cronan, 1999).

Wild-type BirA je zakladem metody BirA/BAP. BirA rozpoznava sekvenci pro biotinylaci, BAP
(biotin acceptor peptide), BAP je fizovana na protein zdjmu a znacici enzym BirA je fizovan na prey
protein (Beckett et al., 1999; De Boer et al., 2003). Pokud dojde ke kontaktu, ¢i dostatecnému pribliZzeni
téchto dvou proteint, dojde k biotinylaci. Vzhledem k vysoké substratové specificité nejsou biotinylo-
vany proteiny bez BAP, ale je to taktéz limitujici pro dal$i vyuZiti pfi identifikaci potencidlnich PPI. Vy-
hodou pro zjist' ovani blizkych proteini by byla promiskuitni varianta BPL. BirA s mutaci R118G (dale
oznacovand BirA* uvolfiuje bio-5’-AMP z aktivniho mista Choi-rhee2004. Bio-5’-AMP je nesymetricky
anhydrid schopny fungovat jako nespecifické biotinylacni ¢inidlo. Nestabilita bio-5’-AMP zajist'uje bi-
otinylaci pouze blizkych proteinti, protoZe bio-5’-AMP podléha snadno hydrolyze Cronan2005. BirA*
nevykazuje schopnost vdzat se na DNA (Kwon et al., 2000).
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Obr. 2.2: Mechanismus navdzani biotinu katalyzovany biotin protein ligdzou - BirA. Pfevzato (Henke and Cronan,
2014).

Metoda BiolD (proximity-dependent biotin identification), zaloZend na fiizi BirA* k proteinu
z4jmu, byla poprvé pouZita k in vivo identifikaci interaktomu intermembranového proteinu laminu A v
HeLa buiikdch. Buiiky byly po expresi BirA* fizované k laminu A inkubovany v médiu obohaceném
biotinem po dobu 24 hodin. Nasledné byly oznacené proteiny purifikovany pomoci mikroc¢astic pota-
Zenych streptavidinem a identifikovany hmotnostni spektrometrii, analyza prokazala schopnost BirA*
efektivné in vivo znacit blizké proteiny i u membranové vazanych proteinid Roux2012. Radius znaceni
pomoci BiolD byl stanoven pfiblizné 10 nm (Kim et al., 2014). BiolD se rychle stala Siroce pouZivanou
metodou k identifikace PPI, pfispéla nejen ke studiu jaderné membrany, taktéz k studiu mezibunéénych
spoju (Van Itallie and Anderson, 2013), signalnich drah — Hippo signalni drahy (Oudhoff et al., 2013).
BiolD bylo zapojeno taktéZ do vyzkumu rakoviny — proteinu c-MYC uplatiiujici se v iniciaci a progresi
nadoru (Dingar et al., 2015) a mechanismu vztah(i mezi patogenem a hostitelem — napf. k analyze PPI
HIV Gag 1 proteinu (Le Sage et al., 2015; Ritchie et al., 2015), interakci glykoproteinid potfebnych ke
vstupu herpes vird (Lajko et al., 2015), eukaryotickou signdlni sekvenci pro inkluzi chlamydii (Kabeise-
man et al., 2014), cytoskeletu Trypanosoma brucei morriswood2013novel ¢i identifikaci proteini vnitin{
membrany Toxoplasma gondii (Chen et al., 2015). BiolD byla upravena a optimalizovana pro pouZiti in
planta v ryZi (Lin et al., 2017), v Arabidopsis thaliana (Khan et al., 2018) a dal$ich.

V roce 2016 byla publikovana nova zdokonalend metoda BiolD2 vyuZivajici biotin protein li-
gazu z termofilnitho Aquifex aeolicus. Autofi se snaZzili najit mens{ biotin protein ligdzu, kterd by umoz-
lytickych schopnosti. Biotin ligdza z A. aeolicus je nejmensi zndmou biotin ligdzou (233 aminokyselin)
a neobsahuje DNA vazebnou doménu. Tato biotin ligdza byla ddle optimalizovédna pro pouZiti v sav-
¢ich burikich a do aktivniho mista byla zanesena mutace (R40G) pro ziskdni moZnosti promiskuitni
biotinylace. Optim4lni teplota pro funkci BioID2 je 50 °C, ale je vysoce efektivni i pfi 37 °C. Pfi srov-
nani BiolD a BiolD2 byla prokdzana minimalné stejna efektivita proximitniho znaceni, ale soucasné i

nutnost niz§tho mnozZstvi biotinu pro biotinylaci v ptipadé BiolD2, coZ usnadiiuje znaceni v modelech

//////



proteinem zdjmu a ftizovanou biotin ligdzou (Kim and Roux, 2016).

2.1.2 TarbolD a MiniTurbo

Rizenou evoluci BirA v kvasinkich byly ziskany dva mutované enzymy — TurbolD, 15 mutaci oproti
WT-BirA, a MiniTurbo, s deletovanym N-termindlni doménou a 13 mutacemi (Obr. 2.3). Tyto nové va-
rianty enzymu BirA pfekondvaji jednu z nejvétsich nevyhod BiolD, pomalou enzymovou kinetiku, tudiZ
dlouhou potfebnou dobu pro dspésnou biotinylaci (ve vétsiné pripadu je potfebnych 18-24 hodin). Pri
prvotnim testovani aktivity téchto enzymi v sav¢ich bunkach (HEK 293T) potvrdily zkraceni potiebné
doby pro znaceni, jiZ po 10 minutich bylo mozné dostatecné detekovat oznaCené proteiny. Aktivita
TurbolD je priblizné dvakrat vyssi neZ MiniTurbo, to je vSak kompenzovano mensi velikosti (28 kDa

MiniTurbo vs 35 kDa TurbolD) a niZ${ afinitou k biotinu poskytujici vyssi kontrolu nad dobou znaceni

v pritomnosti vyssich koncentraci endogenniho biotinu (Branon et al., 2018).

TurbolD (35 kD) N-terminal domain miniTurbo (28 kD)

aa 1-63

R118S M241T
T192A
V160A
K194l
E140K L151P
Q141R

1305V

Obr. 2.3: Struktura TurboID a miniTurbo s ervené znazornénymi mutovanymi misty oproti WT-BirA. Zluté zna-
zornén navazany biotin-5’-adenyléat. V pripadé miniTurbo je navic deletoviana N-termindlni doména. Prevzato a
upraveno (Branon et al., 2018).

V bunécnych kompartmentech vlivem rozdilného pH, redox potencidlu a rtiznym koncentra-
cim endogennich adenyldtu mize byt ovlivnéna schopnost znaceni. TurboID a MiniTurbo byly testo-
vano a srovndny pii biotinylaci v bunééném jadie, luminu a membriné endoplasmatického retikula a
v mitochondridlni matrix. Detekovand biotinylace po 10 minutidch znaceni TurbolD byla vyssi nez po
18hodinovém znaceni metodou BiolD Branon2018.

Teplotni optimum 30 °C u TurboID a MiniTurbo otevielo moZnost efektivniho vyuZiti zna-
¢eni i v jinych nez savéich modelovych organismech. Prvotné€ bylo experimentdln€ otestovano vyuziti
in vivo v (?) a Ceanorhabditis elegans (Branon et al., 2018). Metoda TurbolD byla ndsledné vyuzita
k identifikaci proteinovych interakci NLR receptoru (neucleotide-binding leucine-rich repeat receptor)
v Nicotiana benthamiana (Zhang et al., 2019), v kvasinkach (Larochelle et al., 2019). DalS$im experi-
mentalni ovéfeni efektivniho znaceni pomoci TurbolD i v MiniTurbo v rostlindch bylo poskytnuto na
prikladu N. benthamiana a Arabidopsis thaliana. Soucasti experimentu bylo i ovéfeni efektivity bioti-

nylace v zavislosti na podminkach znaceni — v 22 °C v semendccich A. thaliana aktivita obou enzymu



byla téméf identickd ve srovndni s 30 °C (Mair et al., 2019).

Dalsi rozsiteni vyuziti TurbolD bylo umoZnéno vyvojem Split-TurbolD, rozdélenim TurbolD
do dvou fragmenti mezi 73 a 74 aminokyselinou. Split-TurbolD je enzymaticky aktivnéjsi nez vyse
zminéné Split-BiolD metody a zachovava si vyhodu kratké doby potifebné pro znaceni. Tato metoda byla
vyvinuta a poprvé pouzita pro mapovani oblasti doteku endoplasmatické a mitochondridlni membrany
(Cho et al., 2020).

V roce 2020 byl uveden dalsi enzym odvozeny od BiolD, konkrétné od ancestralni BirA, pod
ndzvem AirID (ancestral BirA for proximity-dependent biotin identification). Pfi srovnéni aktivity AirID
v sav¢ich bunkéch, vykazuje AirID vyssi aktivitu nez BiolD a niZsi nez TurbolD. Avsak oproti TurboID
je potfeba mensi koncentrace biotinu i ATP pro dspé$nou biotinylaci, coZ je diskutovano jako vyhoda

pfi dlouhodobéjsi kultivaci, kdy miize TurboID pisobit cytotoxicky (Kido et al., 2020).

2.2 Metody vyuzivajici askorbat peroxidazu

Askorbdt peroxiddza (APX) je 27 kDa velka rostlinnd intraceluldrni peroxiddza. Superskupina rostlin-
nych peroxiddz je sekvencné velmi variabilni a je déle délena do ti{ skupin — I peroxiddzy s prokary-
otickym ptvodem, II peroxidazy hub a III klasické rostlinné sekretorni peroxidazy — pficemz askorbat
peroxiddza (APX) je fazena do skupiny I (Welinder, 1992). Nejenom v rostlinnych burkéch, ale i u ji-
nych organismech (napf. fasach, ale vyskytuje se i u parazitickych prvokt — Trypanosoma cruzi (Turrens
and Boveris, 1980).

APX se zapojuje do drah na odstranéni Skodlivych reaktivnich forem kysliku, napf. spraze-
nim s oxidaci a redukci glutathionu (askorbat glutathionovy cyklus). APX katalyzuje pfeménu pero-
xidu vodiku na vodu za soucasné oxidace askorbatu na monodehydroaskorbat (MDHA). MDHA mizZe
byt ndsledné redukovén zpétné na askorbat pomoci monodehydroaskorbatdehydrogenasy za soucasné
oxidace koenzymu NAD(P)H (nikotinamidadenindinukleotid ¢i nikotinamidadenindinukleotidfosfat) na
NAD(P)+ (oxidovana forma NAD(P)H). Druhou moznou cestou regenerace MDHA je jeho spontanni
dismutace na dehydroaskorbdt (DHA). DHA je ndsledné redukovén na askorbdt enzymem dehydroacetét
dehydrogézou, pfi této reakci je oxidovan glutathion na glutathion disulfid. Glutathion disulfid je poté
redukovan glutathion reduktdzou za soucasné oxidace NAD(P)H.

APX obsahuje v aktivnim misté hem (tetrapyrrolovy kruh s navdzanym trojmocnym Zelezem),
ktery je stéZejni pro reakci s peroxidem (Patterson and Poulos, 1995). Mechanismus reakce s H,O, a
ndsledné regenerace pomoci askorbdtu je zndzornén niZze. Oznaceni enzym I je pro formu APX s 2 vol-
nymi elektrony, Zelezo v hemu je oxidovano na oxyferryl APX(Fe!V*=O)R -, enzym II je formou APX
s 1 volnym elektronem APX(Fe!V* =O)R, pro srovnani zapis APX v klidovém stavu APX(Fe'™R, H,As
je askorbat, HAs - je radikdlovou formou askorbatu (monodehydroaskorbat) a As znaci dehydroaskorbat
(Raven et al., 2004), ptevzato z (Dabrowska et al., 2007).

H,0; + APX — enzymI + H;O
enzymI+ HyAs — enzym Il + HAs -
enzym Il + HAs — APX + HAs- + H,O
HAs- + HAs- —— H;As + As



2.2.1 APEX a APEX2

APEX (engineered ascorbate peroxidase) je geneticky upravend askorbat peroxiddza poprvé vyvinutd
pro barveni v elektronové mikroskopii (EM). Byl hleddn novy enzym kompenzujici nedostatky pouZzi-
vané kienové peroxidazy. K proteinu z4jmu fiizovana peroxidédza po pfibliZeni substratu, 3,3’-diaminobenzidinu
(DAB), katalyzuje H202-zavislou polymeraci DAB Martell2012. Polymerizovany DAB ztistava vysra-
Zen na misté reakce a miZze slouZit po pridani OsO4 jako kontrast pro EM (Chi and Henderson, 1984).

Dutivodem volby pravé APX je jeji mozné pouziti ve vS§ech bunéénych kompartmentech. Vzhle-
dem ke skutecnosti, Ze WT—APX z hrachu tvoii homodimer (Patterson and Poulos, 1995), coZ by mohlo
byt komplikaci pro dalsi pouZiti jako znacky (McKinney et al., 2009), byly do struktury WT-APX za-
neseny 2 mutace, inspirované monomerni APX z kukufice, pro preferenci monomerniho stavu — K14D
a E112K. TaktéZ byla zanesena 3. mutace, W41F, pro zvySeni aktivity k substrdtu DAB (Martell et al.,
2012).

APEX je vsak taktéZ schopna oxidovat derivaty fenolu na fenoxylové radikaly. Fenoxylové radi-
kaly jsou schopné tvofit kovalentni vazby s elektronové bohatymi aminokyselinami (His, Cys, Tyr, Trp)
(Bhaskar et al., 2003; Rhee et al., 2013), reaguji velmi rychle, zanikaji za méné neZ 1 ms, coZ omezuje
radius rozptylu na méné nez 20 nm (Rhee et al., 2013). APEX fiizovana k proteinu zdjmu po aktivaci
priddnim H202 katalyzuje pfeménu substritu, biotin-fenolu, na radikdl. Biotin-fenoxylovy radikél né-
sledné reaguje s blizkymi proteiny, ¢imz dojde k pridani kovalentni znacky. Proteiny oznacené biotinem
je mozné izolovat pomoci mikro¢4stic potaZzenych streptavidinem a déle analyzovat, napf. pomoci MS.

Aktivita a citlivost zna¢eni pomoci APEX byla vylepSena fizenou evoluci, mutaci A134P. Takto
mutovand APEX byla nazvdna APEX2. Mutace A134P se nachdzi ve smycce pfiléhajici k hemu i k
vazebnému misto pro substrat. APEX2 ma lepsi teplotni stabilitu, vyS$si kinetickou aktivitu a taktéz
lepsi toleranci k vysokym koncentracim H202. TaktéZ je potfeba men$i mnoZstvi koncentrace H,O;
béhem znaceni (Lam et al., 2014). VylepSend APEX2 mutaci C32S poskytuje lepsi vysledky pfi expresi
v sav¢ich buiikdch bez vlivu na jeji enzymatickou aktivitu (Huang et al., 2019). Nezdvisle na sob& byly
vytvoreny i 2 varianty split-APEX?2 pro fragmentovou komplementaci (Xue et al., 2017; Han et al.,
2019).

2.3 Metody vyuzivajici kifenovou peroxidazu

kfenova peroxiddza C (HRP — horseradish peroxidase) patiici do skupiny sekretornich rostlinnych pe-
roxidaz (Welinder, 1992; Veitch, 2004). HRP je slozena z 308 aa, hemového kruhu, 8 glykanovych
postrannich zbytkt a tvoii 4 disulfidické mistky potfebné pro jeji peroxiddzovou aktivitu (Welinder,
1976). Redukce peroxidu vodiku HRP se substratem (napf. fenoly, indoly, aminy, sulfonaty) probiha dle
reakce niZe, kde HA; zndzornuje redukovanou formu substratu a HA - jeho radikal (Veitch, 2004).

H,0, + 2HA, TR 2 H,0 + 2HA -

HRP je vzhledem k pfitomnosti disulfidickych m dstkd aktivni pouze v oxidacnim prostiedi, je
tedy vhodna pro pouZiti v extraceluldrnim prostiedi, v lumen endoplasmatického retikula, Golgiho apa-

ratu a v mitochondriich. MoZnost studia PPI na povrchu bunék, pfipadné buné¢nych membran vyuZivaji



metody EMARS a SPPLAT (viz niZe).

Membranové vazand HRP je vyuzivéna i jako kontrastni znacka pro elektronovou mikroskopii
(HRP katalyzuje polymeraci DAB) a pro fluorescenéni mikroskopii (Li et al., 2010). Vytvofenim split-
HRP (sHRP, HRP rozdé€lena do dvou komplementarnich fragmentd) se oteviela novd moznost studia
interceluldrnich PPI, kterd byla prakticky ukdzdna pfi vizualizaci synapsi mezi neurony (Martell et al.,
2016). V roce 2018 byla vytvorena mutovana HRP nazvand enhanced HRP (eHRP), kterd ma oproti
wild type 100x vétsi katalytickou aktivitu, prozatim vSak byla pouZita pouze jako kontrastni znacka pro

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

2.3.1 EMARS a SPPLAT

Metoda EMARS (enzyme-mediated activation of radical sources) vyuZziva vzniku radikalti reakci HRP
k identifikaci moZnych interakci na povrchu membran. Prvotni studie vyuZivaly jako reaktant derivaty
arylazidu. Nejdiive je k proteinu zdjmu navédzdna protildtka konjugovand s HRP a ndsledné je pfiddn
derivat arylazidu, ktery reaguje s HRP za vzniku nitrenového radikalu, ktery atakuje blizké nukleofilni
skupiny. Nitrenovy radikal m4 kratkou dobu Zivota a reaguje s molekulami v okruhu maximalné 200-300
nm od proteinu zdjmu (Kotani et al., 2008; Honke and Kotani, 2012).

K usnadnéni nasledné identifikace molekul oznac¢enych EMARS je vyuZito navdzani znacek k
arylazidu. V prvnich experimentech byl vyuZit arylazid s navidzanym biotinem, diky moZnosti izolace
oznacenych molekul navdazanim napf. na streptavidin. AvSak vzhledem k nespecifické biotinylaci pro-
teind pri prichodu biotinyl-arylazidu pfes plasmatickou membranu, byl navrZen derivat s navazanym
fluoresceinem (Honke and Kotani, 2012). Pro néslednou purifikaci je vyuZivano imunoafinitni chroma-
tografie s protildtkami proti fluoresceinu (Jiang et al., 2012).

SPPLAT (selective proteomic proximity labeling assay using tyramide) je zdokonalenim EMARS,
kdy je arylazid zaménén za derivaty obsahujici biotinyl-tyramid, ktery po reakci s HRP za pfitomnosti
H,0, produkuje fenoxylovy radikal (Li et al., 2014). Fenoxylovy radikél je schopny efektivnéjsiho zna-

¢eni a poskytuje mensi mnozstvi falesné ozna¢enych molekul (Honke, 2018).

24 PUP-IT

PUP-IT (pupylation-based interaction tagging) vyuziva k znaceni pupylaci, navdzani kratkého proteinu
Pup (prokaryotic ubiquitin-like protein) k 6-aminoskupin€ lysinu za tvorby isopeptidové vazby. Reakce
je katalyzovana bakteridlnim enzymem PafA (proteasome accessory factor A), ktery oznacuje pomoci
proteinové znacky Pup proteiny k degradaci analogicky k ubiquitinu (Iyer et al., 2008; Barandun et al.,
2012). Pupyla¢ni dréha byla poprvé objevena u Mycobacterium tuberculosis, kde se podili na rezistenci
k oxida¢nimu a NO stresu pifi pohlceni bakterie makrofagy (Darwin et al., 2003). Nasledné byla pu-
pylacni draha potvrzena u dalSich zastupcti aktinobakterii i jinych kmenti Gramm negativnich bakteri{
DeMot2007. Pup je sloZen z 60-70 aminokyselin s konzervovanym motivem Gly-Gly-Gln na C konci. V
prvnim kroku (Obr. 2.4) je C-koncovy glutamin deaminovan na glutamaét (takto deaminovany Pup bude
ddle oznacovén jako Pup(E)) pomoci enzymu Dop (deamidase of Pup). Nésledné v druhém kroku jiz
probiha tvorba isopeptidové vazby mezi glutamatem Pup(E) a 6-amino skupinou substratu za katalyzy
PafA a ATP jako kofaktoru (Striebel et al., 2009; Sutter et al., 2010).



+ATP
ATP or +ATPor

ADP/Pi &G CLGADP’pI
|
u C TP ‘ NH2 Lys lu~Lys
lu-HPQ
PafA L? PafA 4 ﬁ
@ HPO
substrat pupylovany
( > substrat
m~Lﬁ
+ATP or
ADP/Pi

danor Pup

Obr. 2.4: Pupylace — v prvnim kroku Dop (deaminase de Pup) deaminuje de novo syntetizovany Pup, prokaryotic
ubiquitin-like protein (Gln -> Glu, zndzornén na schématu Cervené). Nésledné PafA prenasi fosfatovou skupinu
na Glu, coZ umozni atak 6-aminoskupiny lysinu z blizkého proteinu za tvorby isopeptidové vazby. Enzym PafA
(proteasome accessory factor A) je schopny transpupylace, ligace Pup z donorového pupylovaného substratu na
cilovy substrat. Depupylace je taktéZ katalyzovdna enzymem Dop. Pfevzato a upraveno (Zhang et al., 2017).

Prvnim ovéfenim moznosti vyuZziti pupylace pro blizkosti indukované znaceni byla identifikace
PPI cytosomdlniho C konce receptoru CD28 (Liu et al., 2018). Byl vyuzit PafA a Pup z Corynebac-
terium glutamicum. Pro usnadnéni dalsi analyzy je mozné modifikovat N konec Pup, napf. navazanim
biotinu, nebo jeho zkriceni z 64 na 28 aminokyselin. V této studii byl hlavné vyuzit Pup(E) fizovany
s karboxyldzovou doménou BCCP, kterd miiZe byt biotinylovdna endogennimi ligdzami za vzniku bio-
PupE. Bio-pupylované proteiny mohou byt ddle detekovany western blotem se streptavidinem-HRP,
nebo purifikovdny na mikrocasticich potaZenych streptavidinem a analyzovany pomoci MS. Vzhledem
ke skutecnosti, Ze Pup(E) neopousti PafA, je oznaceni cilové molekuly zavislé na prostorové orientaci
mezi PafA a cilovym proteinem. Pro zvySeni flexibility je nutné vloZit aminokyselinovy linker (20 ami-
nokyselin prodlouzi moZny dosah o 60-80 A) (Liu et al., 2018). Byla vyvinuta i krats{ varianta znacictho
peptidu, nazvand Peptide 4.1, o délce 14 aminokyselin. Peptide 4.1 neobsahuje Zadné lysinové zbytky,

takZe je elimininovdna moZnost navazani vice znacek na sebe (Sun et al., 2019).



3. Sit’ovani proteinu

Sit ovani proteinti (anglicky protein cross-linking) je kovalentni propojeni dvou ¢i vice proteinl. Ze-
sit ované proteiny mohou byt nasledné izolovany (chromatograficky, elektroforeticky, aj.) a nejcastéji
analyzovany za pouZiti hmotnostni spektrometrie (cross—linking mass spectrometry, XL-MS) nebo imu-
nologickych metod. Stabilizace kovalentnim spojenim nabizi moZnost zachytit i slabé a transientni PPI,
navic MS poskytuje i strukturni informace o proteinovych komplexech (Hurst et al., 2004).

Sit'ovani proteinid pomoci chemickych cinidel je jednou z nejstarSich metod pro detekci PPI.
Postupnym zdokonalovanim Cinidel, viz ddle, je mozné sit’ ovat proteiny in vitro i in vivo. Velkym pokro-
kem je moZnost vklddani nekanonickych aminokyselin a souc¢asné dpravou k jednodussimu vyhodnocen{
pomoci MS, ¢imz se tyto metody zaradily mezi moderni a Siroce vyuZitelné metody pro studium PPI i

interakci proteind s nukleovymi kyselinami Brunner (1993).

3.1 Chemické sit’ovani proteini

Proteiny mohou byt zesit'ovdny plisobenim chemickych Cinidel, které reaguji s funkénimi skupinami
proteinu. Nejcastéji jsou vyuzivdna Cinidla heterobifunkéni nebo homobifunkéni, obsahujici ve své
struktufe dvé reaktivni mista. Variabilni délka fetézce mezi t€émito dvéma aktivnimi misty mtze slouzit
jako mustek (ang. spacer arm) a optimalizovat vzdalenost propojeni (Sinz, 2006).

Mezi klasické a dlouhodobé pouZivané Cinidla patii estery N-hydroxysukcinimidu, imidoestery,
karbodiimidy a imidy kyseliny maleinové. Za hlavni nevyhody téchto chemickym ¢inidel, 1ze povazovat
¢aste¢nou nefunk¢nost za fyziologickych podminek a Casto i §patnou rozpustnost ve vodnych roztocich
(Sinz, 2006).

Pro pouziti v Zivych buiikich je vhodny formaldehyd. Formaldehyd je malé elektrofilni mole-
kula, schopnd prochézet pfes bunénou sténou. Formaldehyd primarné atakuje lysinové a tryptofanové
zbytky (Sutherland et al., 2008). V prvnim kroku reakce se vytvaii methylolova skupina, kterd se na-
sledné méni na Schiffovu bazi. Ndsledné Schiffova bize reaguje s dal§im nukleofilem a tvorby kovalentni
vazby (Hoffman et al., 2015).

3.2 Fotosit’ovani proteinu

Fotoreaktivni ¢inidla reaguji s cilovou molekulou aZ po ozdfeni UV svétlem. Jakmile dojde k jejich
ozéreni, vznikaji z nich vysoce reaktivni radikély (Obr. 3.1). Tyto radikély rychle nespecificky vytvori
kovalentni vazbu s blizkymi molekulami, efektivni radius je v rozsahu nékolika angstromu (Liu and

Schultz, 2010). Arylazidy po ozareni o vinové délce 250 mm tvoii velmi nestabilni nitrenové radikaly.
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Nezreagované nitrenové radikdly se rychle (asi po 100 mikrosekundach) pfeménuji na méné reaktivni na

2N s

ketiminy. Benzofenoly jsou aktivovany svétlem o vinové délce 350-365 nm a vytvaii ketylovy diradikal

(Dorman and Prestwich, 1994). Diaziriny po ozafeni o vinové délce 360-365 nm vytvéreji karbenovy

intermediat.
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Obr. 3.1: Casto pouzivané skupiny &inidel pro fotosit' ovani. A) arylazidy, B) benzofenoly, C) diazirin, pfevzato
(Nguyen et al., 2018).

PIR (protein interaction reporter) je nova skupina Cinidel pro sit'ovadni. Tato Cinidla obsahuji
ve své struktufe dvé mista pro rozstépeni pii indukci fragmentace MS/MS, po rozSté€peni vzniknou dva
fragmenty — jeden nesouci afinitni znacku a druhy nesouci reportér (mass-encoded reporter). Afinitni
znacka zajisti moZnost oddéleni afinitni chromatografif a reporter generuje po fragmentaci diagnosticky
iont (Tang and Bruce, 2010). Byly vytvoreny taktéZz Cinidla s obsaZenym radioaktivnim isotopem (stable
isotope-labeled cross-linkers) pro nasledné usnadnéni vyhodnoceni MS spektra a identifikaci zesit' ova-

nych produkt (Miiller et al., 2001).

3.3 Inkorporace neprirozenych aminokyselin

Pokrok v oblasti zabudovavani nepfirozenych kyselin do struktury proteinu, otevielo nové moznosti pro
sit ovani. Uméle vytvorené fotoreaktivni aminokyseliny (FA) odvozené od proteinogennich aminokyse-
lin mohou byt zabudované na konkrétni misto v novém peptidovém fetézci a vyuZity pro fotozesit' ovani.
Vytvofeni ortogondlnich aminoacyl tRNA syntetdzy a rozpozndvané umélé aminokyseliny umoZnilo in-
korporovat fotosit’ovaci ¢inidlo namisto amber stop kodonu (UAG) (Hino et al., 2005).

Dalsi moZnosti inkorporace FA je metabolickd inkorporace. Prvnimi vytvofenymi derivity se
strukturnim zaclenénim diarizinu (Obr. 3.2) byl foto-methionin a foto-leucin. Vzhledem k zachovani
strukturni podobnosti, jsou tyto FA rozpozndvany a inkorporovdny neupravenou translaéni masinérii
(Suchanek et al., 2005).
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Obr. 3.2: Strukturni porovnani pfirozenych a uméle vytvofenych aminokyselin (Suchanek et al., 2005).

Mezi nejcasteji pouzivana fotoCinidla inkorporovana do FA patii benzofenony, azidy a diaziriny,
a to diky aktivaci svétlem o vlnové délce 365 nm, ktera je vhodn4 pro in vivo aplikace (Hino et al., 2005).
Upravou linkeru Ize dosdhnout snadn&jsi MS analyzy (Obr. 3.3). Stépitelné linkery po pfidani oxidagniho
¢inidla poskytuji moZnost selektivniho navazani sekundarni znacky, béhem rozstépeni jsou od sebe bait

a prey protein rozdéleny a je moZné tedy protein zdjmu pfednostné analyzovat (Coin, 2018).
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Obr. 3.3: a) Znédzornéni obecného pribehu fotosit’ovani. Kovalentni zesit’ ovani po ozafeni UV svétlem a nespe-
cifickém navazani na blizké proteiny je vytvoren kovalentni komplex mezi blizkym proteinem a proteinem zajmu
se zabudovanou fotoreaktivni skupinou. B) VyuZivané typy FA s modifikacemi usnadiiujici naslednou MS ana-
Iyzu. Po selektivnim rozs$tépeni linkeru obsahuji chemické kotvu (zndzornéna v cerveném rdmecku), na kterou je
mozné selektivné dodat sekundarni znacku pfed analyzou. 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. Pfevzato a upraveno (Coin, 2018).

V neposledni fadé dochdzi k vyvoji nepfirozenych aminokyselin i pro moZnost chemického

zesit ovani. Tyto aminokyseliny reaguji s cilovymi funkénimi skupinami pfirozené se vyskytujicich v

proteinech. Upravené aminokyseliny obsahuji elektrofilni skupinu, kterd atakuje nukleofilni skupinu na
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postrannim fetézci prirozenych aminokyselin na proteinu zdjmu. Cilovym residuem pro tento nukleofilni
atak je Casto thiolova skupiny cysteinu diky pomérné vysokému nukleofilnimu charakteru. Pro uspésné
provedeni zesit' ovani je nutné, aby elektrofil nespecificky nezreagoval s volnymi nukleofily v burice, ale
soucasné dostatecné reaktivni pro vytvoreni kovalentni vazby s proteinem zdjmu (Xiang et al., 2013).
Byly pfipraveny varianty aminokyselin obsahujici atomy halogenl (napf. p-2’-fluoroacetylfenyalanin)
vykazujici schopnost tvorby interproteinovych i intra-proteinovych vazeb s Cys residui. Tvorba téchto
vazeb je ovlivnéna vhodnou orientaci a blizkosti cilové aminokyseliny, jejim okolim a celkovou reak-
tivitou halogen-aminokyseliny. Tvorba kovalentni vazby je tedy ovlivnéna proximitnim efektem, kdy
nejdiive dochdzi k tvorbé nekovalentniho komplexu, ktery sniZi aktivacni energii a usnadni tedy tvorbu
vazby. Interproteinové reakce poskytuji trvalé spojeni reagujicich proteint a intraproteinové zesit' ovani
miZe byt vyuzito k zvySeni termostability proteinu. (Xiang et al., 2014).

Mimo halogenderivity aminokyselin jsou vyuZivany i alkyl- a aryl- ketony, trifluoroketony a
akrylamidy. Vzhledem ke skutecnosti, Ze cystein se téméf nevyskytuje na povrchu proteind a Casto
tvori sulfidové mistky (Lins et al., 2003), Casto musi byt provedena cilend mutageneze na proteinu
zajmu k zaruceni Uspe€Sného zesit'ovani. Alternativu k cysteinové thiolové skupin€ poskytuje epsilon-
amino skupina na lysinu (Baslé et al., 2010). Pro sit’ovaci reakce zacilené na lysin, 1ze pouZit derivaty

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

Do této ¢4sti jsou zarazeny metody, které k identifikaci PPI vyuZivaji fluorescenci. Fluorescence je d¢j,
pfi kterém latka absorbuje foton, dojde k excitaci — prechodu do vyssiho energetického stavu, a nasledné
relaxaci do zdkladniho stavu spojenou s emisi fotonu. Vzhledem k moZnosti pfimé detekce emitujiciho
zéfeni jsou metody spojené s detekci fluorescence idedlni pro sledovani prostorového uspofddéni pro-
bihajicich d&ji a to i v redlném Case. TaktéZ je mozné provadét experimenty neinvazivné in vivo za
fyziologickych podminek.

Fluorofory jsou obecné latky schopné absorbovat po ozareni foton a néasledné jej vyzarit ve
formé emisniho zifeni, pficemZ emisni zadfeni mé del§i vlnovou délku nez zafeni absorbované. Latky

vykazujici fluorescenci mohou byt vyuzity jako fluorescencni sondy.

4.1 BIiFC

Bimolekulérn{ fluorescenéni komplementace (BiFC, bimolecular fluorescence complementation) je me-
toda zaloZend na vytvorfeni fluorescenéniho komplexu z dvou oddé€lenych fragmentt fluorescenéniho
proteinu. Dokud nedojde k dostate¢nému priblizeni nevykazuji tyto fragmenty fluorescenci. Jednotlivy
fragment je moZné pfipojit k proteinu zdjmu a druhy fragment na hypotetického interakéniho partnera.
Prvnim pouZitym fluorescencnim proteinem pro BiFC byl GFP (green fluorescent protein) (Ghosh et al.,
2000). Nésledné byly vytvotené fragmenty i YFP (yellow fluorescent protein), které mélo fluoreskuji,
pokud jsou nahodné vazany k neodpovidajicim molekuldm a pfi vazbé na svij fragment poskytuji sil-
néjsi signdl neZ fragmenty GFP.

Pokud je pouzito vice fragmentt od riznych fluorescencnich proteind, mluvime o multicolor-
BiFC (Obr. 4.1. Multicolor-BiFC umoznuje soucasné sledovat vice interagujicich proteind a jejich vza-
jemné PPI (Hu and Kerppola, 2003).

Mezi hlavni limitace pouziti BiFC v Zivych buiikdch je nutné zminit zejména vysoké pozadi
zpisobené bunécnou autofluorescenci a omezeni mozné velikosti navazaného fragmentu — vétsi fy-
tochromy mohou mit vliv na funkci a interakce sledovaného proteinu. Pro pouZiti v sav¢ich buiikdch
je idedlni detekce svétla v rozmezi 600 — 1300 nm, tedy v oblasti blizkého infracerveného svétla (near-
infrared). V tomto rozmezi je nizkd autofluorescence savcich tkani, maly rozptyl svétla a minimalni
absorbce melaninu, vody a hemoglobinu (Tromberg et al., 2000). Pravé mensi velikost a idealni flu-
orescencni spektrum se stalo cilem pro vyvoj novych fluorescenénich proteinti pro BiFC. Napiiklad
protein miRFP670nano, 1,6krat mensi nez fluorescencni derivity GFP, byl tspésné vyuZzit pro BiFC k
identifikaci interakci 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 fizovanymi fragmenty riznych fluorescenénich proteint. Protein Z

miZe interagovat s proteinem A i B, 1ze tedy sledovat, kde v bunice dochdzi k interakci a taktéZ odhadnout relativni
efektivitu tvorby alternativniho komplexu. Prevzato z (Hu et al., 2017).

4.2 FRET

Forstertiv resonanéni prenos energie (FRET) je fyzikalni jev, pfi némz dochazi k pfenosu energie mole-
kuly donora (D) na akceptorni (A) molekulu. Prvné byl tento d€j popsan jiz ve 20. letech 20. stoleti, ale
mechanismus pfenosu byl objasnén v roce 1948 T. Forsterem, po némz nese své jméno (Forster, 1948).
Principem FRET je nezafivy (tzn. bez uvolnéni energie ve formé fotonu) pfenos energie diky dipol-dipol
interakci (Obr. 4.2).

Energy Coupling
Obr. 4.2: Schématické zndzornéni FRET pomoci Jablonského diagramu. D* oznacuje excitovany stav molekuly
donora, A* excitovany stav akceptora A, plna ¢ara odpovida vyzareni energie ve forme fotonu, preruSovand ¢ara
zndzorfiuje nezéfivy prenos. Po excitaci donora (D) dochdzi k excitaci D*, ndsledné k FRET za soucasné relaxace
D. Excitovany A* vyzafuje energii ve formé fotonu a relaxuje do niZsi energetické hladiny. Zakladni energetické
hladiny D a A jsou energeticky spojeny diky dipol-dipolovym interakcim (zndzornéno preruSovanymi Carami).
Prevzato a upraveno z (Sahoo, 2011).

Pro pribéh FRET je nutny prekryv emisniho spektra donora a absorb¢niho spektra akceptora.
Pfiblizna vzdalenost akceptoru a donoru pro efektivni FRET je 10-100 A, pfi¢em? efektivita energetic-

kého pfenosu klesd s Sestou mocninou vzdalenosti donora a akceptora. Efektivita FRET je taktéz ovliv-
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néna orientaci (Ghlem) mezi dip6ly akceptora a donora (Sahoo, 2011). FRET byvé casto oznaCovédn
jako ,,spektroskopické pravitko* na zdkladé silné zavislosti efektivity na vzdalenosti mezi akceptorem
a donorem (Clegg, 1995), (Stryer, 1978).

Pro vyuziti k detekci moZnych PPI jsou k proteinim zdjmu fizovany s fluorofory schopnymi
FRET. Pokud nedojde k interakci mezi akceptorem a donorem, pouze fluorofor donora emituje zafeni.
Pokud se donor dostatecné priblizi k akceptornimu proteinu, po prechodu donorového fluoroforu do
excitovaného stavu dochézi k FRET a nésledné emisi fotonu s jinou vlnovou délkou donorovym fluoro-
forem. FRET je vhodny, jak pro in vitro detekci i pro uZiti in vivo diky vyuziti fluorescencnich proteinti
(FP), napt. CFP (cyan fluorescent protein) a YFP (yellow fluorescence protein), avSak skytaji problém
mozného sterického omezen{ proteinti zdjmu omezujici ¢i zcela zamezujici FRET. Dalsi nevyhodou je
casteny prekryv emisnich spekter donorniho a akceptorniho fluoroforu, coz zvySuje Sum pozadi (Ber-
ney and Danuser, 2003).

FLIM-FRET (Fluorescence life time imaging—FRET) kombinace FRET s mikroskopii umoz-
fluje s velkou presnosti sledovat a lokalizovat PPI v Zivych buiikdch. FLIM-FRET méfi rozdil Casu, za
ktery dojde k vyhasnuti donora, tj. dobu, za kterou ptejde donor z excitovaného stavu do niZ$i energetické
hladiny, v pfitomnosti ¢i absenci akceptorniho fluoroforu (Gordon et al., 1998). FLIM poskytuje i moz-
nost kvantifikovat PPI v Zivych buiikdch s vyuZzitim TCSPC (time—correlated single proton counting).
TCSPC detekuje jednotlivé vyzarené fotony, naceZ je stanovena jejich distribuce. Na zdkladé téchto
méfeni je mozné stanovit abundanci interagujicich a neinteragujicich donorti s akceptory a odhadnout
disociacni konstantu interagujiciho paru (Duncan, 2006).

Optimalizaci fluorescencnich sond a priddnim navzajem afinnich domén/peptidi na donorovy
a akceptorni fluorofor byl vytvoren HiFRET (helper—interaction FRET), ktery je citlivejsi pro detekci
slabsich PPI. Priddanim WW ¢i SH3 domény k FP m—Citrinu a odpovidajicich afinich peptidd (Gly-Ser,
Thr—Gly) dochdzi k bliz§imu pfibliZzeni fluoroforu a uspésného FRET (Griinberg et al., 2013; Jalink,
2013), schématicky zndzornéno (Obr. 4.3).

Bez interakce bez FRET Interakce avsak bez FRET

Obr. 4.3: HiIFRET - pfi fizi domény s afinitou k odpovidajictho peptidu fiizovaného k fluoroforu pro FRET
(fizované doména/peptid jsou zndzornény Sed€), lze dosdhnout vyssi sensibility. Pfevzato a upraveno (Jalink,
2013).
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4.3 BRET

BRET (bioluminiscence resonance energy transfer) je metoda zaloZend na pfirozeném FRET u nékte-
rych motskych Zivo€ichl, napt. Aequorea victoria, Renilla reniformis bez nutnosti excitace fluoroforu
laserem, ten je nahrazen enzymatickou aktivitou piislu§ného enzymu (napf. luciferdzy u Renilla (Pfleger
and Eidne, 2006). Nejcastéji byva pro BRET vyuZivana prave luciferaza (Rluc) ptivodem z Renilla jako
donor a varianta YFP nebo GFP z Aequorea jako energeticky akceptor. Pro enzymatickou funkci Rluc je
potfeba koelenterazinu jako substrdatu pro oxidaci za pfistupu elementarniho kysliku. Koelenteraziny
jsou malé hydrofébni molekuly se schopni prochazet pfes membrany (Xu et al., 1999).

V prvni generaci BRET1 je pouZivédn jako substrdt benzyl-koelenterazin, v druhé generaci
BRET?2 je vyuZit bisdeoxykoelenterazin (taktéZ oznaCovdn jako DeepBlueC). V zdvislosti na pouZitém
substratu se méni i emisni spektrum Rluc Pfleger and Eidne (2006). Dalsi variantou BRET je eBRET
(extended BRET) vyuZivajici modifikovany substrat EduRen pro sledovini PPI v del$im ¢asovém tseku.
eBRET byl dspésné pouZzit pro sledovani interakci GPCR (G-protein coupled receptor) s beta-arrestinem
v pribéhu nékolika hodin (Pfleger et al., 2006).

Vyhodami BRET oproti FRET je absence externiho zdroje zareni, ktera v pripadé FRET vede
k fototoxicité a autofluorescenci. Pfi pouZiti Rluc vSak je niZ8i vystupni signél neZ u FRET. K pfekonan{
této limitace byly pfipraveny upravené luciferdzy — mutovand Rluc8 poskytuje vét§i pfenos energie a
tudiz zlepSuje i celkovou citlivost pro detekci (De et al., 2007). Rluc8 spolu s mutovanym ¢ervenym flu-
orescentnim proteinem (mOQOrange) se staly zdkladem pro BRET3, ktery je vhodny pro sledovédni PPI v
Zivych organismech vlivem posunuti emisniho spektra do cervené barvy (De et al., 2009). Dalsiho zlep-
Senf bylo dosdhnuto modifikaci luciferazy (NanoLuc) z korySe Oplophorus gracilirostris a navrhnutim
idedlniho substritu furimazinu. NanoLuc poskytuje 150krét lepsi aktivitu nez jiné vyuZivané luciferazy

a je vhodna pro expresi v sav¢ich bunikdch (Hall et al., 2012).
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5. Biofyzikalni metody

Pro bliZsi pochopeni probihajicich interakci je mozné vyuZit metody biofyzikdlni, diky nimZ je moZné

stanovit kinetické a termodynamické parametry probihajici interakce. Limitace a vyhody vybranych

metod jsou shrnuty v tabulce 5.1. niZe.

Metoda Vyhody Nevyhody
_ -relativné rychld -nutnost imobilizace vzorku
Povrchova oo ..
_ -vysoka citlivost -nelze zkoumat vysoce afinni interakce
plasmonovéa . . ) L .
-vyZadovano malé mnoZstvi vzorku nékteré analyty se mohou na povrchu
resonance . ] _ . .
-bez nutnosti pfidani znacky nespecificky vézat-obtizna kvantifikace dabych PPI
-velké mnozstvi vzorku
-casove mrocnd priprava experimentu
Isotermdlni  -probihd v roztoku -nutnost vysoké rozpustnosti interagujicich partnert
titracni -bez limitace velikost{ molekul -zékladni poZadavek je zména entalpie po mvazani
kalorimetrie  -bez nutnosti pfidani znacky interagujiciho partnera
-nutnost rozpustnosti obou interagujicich proteind ve
stejném pufru
) his -nutnost mvazat fluorescenéni znacku
MicroScale  -Tychla 5 . o .
5 p S pors -znacka muze ovlivnit protein zdjmu
termoforéza -VyZadovano malé mnozstvi vzorku

-moznost provést méfeni i v bunéénych

lyzatech

-photobleaching

Tabulka 5.1: Shrnuti instrumentélnich metod, pfevzato a upraveno (Podobnik et al., 2016)

5.1 Povrchova plasmonova resonance

Povrchova plasmonova resonance (surface plasmon resonance, SPR) je jednou z nejpouZivanéjsich me-

tod pro fyzikdlni popis PPI mezi dvémi molekulami. Prostfednictvim SPR experimentu je mozné ziskat

data ke stanoveni disociacni a asociacni konstanty, afinitu vazby a termodynamickych parametri inter-

akce. SPR je citlivou metodou, s malymi naroky na mnoZstvi analyzovaného proteinu a neni potfeba

znaceni molekul.

Povrchova plasmonova resonance je fyzikalni déj v disledku interakce dopadajiciho svétla s

tenkou vrstvou kovu ve styku s dielektrikem (vodou). Pfi dopadu svétla na rozhrani optického hranolu

s vodou dochazi podle indexu lomd jednotlivych optickych prostfedi, dhlu dopadu a rychlosti svétla

k lomu a odrazu svétla. Pokud je dosazeno mezniho tihlu, dochdzi k totdlnimu odrazu svétla, kdy ne-
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prochazi vinéni do druhého prostfedi. Pokud mezi opticky hranol a vodu vloZime slabou vrstvu vodice
(typicky je vyuzivéana vrstva zlata), dochazi pii konkrétnim dhlu a frekvenci dopadajiciho svétla k SPR
(Obr. 5.1). Pii tplném odrazu svétla ¢ast zareni resonuje s vrstvou kovu a vyvola excitaci elektroni kovu
a jejich pohybu za vzniku tzv. plasmont (povrchovych plasmonovych polaritonti) (Gordon and Ernst,
1980). Plasmony vytvaii evanescentni elektrické pole s rozsahem 300 nm od styku kovu a testovaného
roztoku (Homola et al., 1999). Prvnim pouZitim SPR jako biosenzoru bylo v roce 1983 (Liedberg et al.,
1983).

Pro analyzu pomoci SPR je potieba jednoho z interagujicich proteind (ligand) uchytit na kov
(¢ip). Nasledné je zméfen idedlni Ghel lomu pro pribéh SPR. Vzhledem k zavislosti thlu odrazu na
indexu lomu pfi zméné sloZeni média, dochazi po pfidani a pritoku analytu (druhého interagujiciho pro-
teinu) a jejich interakci ke zméné idedlniho tihlu pro SPR, kterd je detekovana pomoci sniZzené intenzity
odraZeného svétla. Zména SPR je zaznamendna v resonancnich jednotkich (resonance unit, RU), kdy
zména o 1000 RU je rovna zméné thlu o 0,1° (Wilson, 2002).

A B intensita

i« i Uhel

senzor (Cip)

INRRRNRNN

Vazebna mista

e Ticdam SPR na rozhrani

Obr. 5.1: A) Schéma tzv. Kretschmannovy konfigurace, B ) s pektrum o drazeného s vétla pfed a po z mén€ indexu
lomu, C) navazani analytu na povrch, D) zména indexu lomu zplisobend interakei analytu s ligandem, pievzato a
upraveno (Nguyen et al., 2015).

Uchyceni ligandu na¢ip muZe byt uskutecnéno kovalentnim napojenim pies amino, hydroxylo-
vou, karboxylovou nebo aldehydickou skupinu. Dal§i moznosti je uchyceni ptes protilatky, ptipadé pres
GSH fizni protein, histidinovou nebo biotinovou znacku. Tyto vazby v§ak mohou vést k prostorovému

omezeni proteinu a tim i zmeéné interakce (Khan et al., 2012).

5.2 Isotermalni titracni kalorimetrie

Metoda isotermdlni titraéni kalorimetrie (ITC) poskytuje mozZnost jedinym pifimym méfenim
kvantitativné popsat vazebné a kinetické parametry interagujicich proteinti. IST poskytuje mzZnost
stanovit reakéni gechiometrii (n), hodnotu disociatni konstanty (KD), entropii (AS), entalpii (AH),
teplotni kapacitu (CP), Michaelisovu konstantu (KM) (Freire et al., 1990; Morin and Freire, 1991).

Vztah mezi jednotlivymi
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veli¢inami je popsdn niZe.
DeltaG = —RTInK = DeltaH — T DeltaS

ITC kalorimetr (Obr. 5.2) se skldda ze dvou kalorimetrickych cel z vysoce tepelné vodivych
materidlt (napf. z Hastelloy slitiny, zlata), v jedné probihd samotna titrace a je naplnéna testovanym
vzorkem a v druhé, referencni, je pouze rozpoustédlo shodné s rozpoustédlem pouZitym pro piipravu
vzorku. Obé€ cely jsou udrZovdny pfi stejné teploté. Roztok s jednim testovanym vzorkem je titrovdn
do vzorkové cely s roztokem druhého interagujiciho vzorku. Béhem titrace je zaznamendvana teplotni
zména mezi celami, kterd je navozena interakci mezi testovanymi vzorky. Pro zaznamendni teplotni
zmény je vyuzito méfeni vykonu topného télesa, které vyrovnava stejnou teplotu mezi celami. Pfi exo-
termdln{ reakci je piihfev sniZen, naopak pii endotermdlni reakci je piihiev zvysen (Pierce et al., 1999).

Pro vyhodnoceni experimentu je nutné brat v potaz teplotni zménu pii rozpusténi titrovaného
vzorku v roztoku. Podle typu kalorimetru miiZe probihat méfeni této teploty soucasné v piipadé dvoj-
injek¢niho kalorimetru nebo ve dvou méfenich pokud je mozna jen jedna injektaZz (Freire et al., 1990). V
jednom z méfent je misto vzorku v cele pouzit pouze roztok bez vzorku a titrace tedy probiha pouze s in-
jektovanym vzorkem, ¢imZ je zaznamendéna jeho reakce s rozpoustédlem a standardni méfeni s pouZitim

obou vzorku.

‘ Injekce s vzorkem IJ

-

testovaci cela

adiabaticka nadoba

-

teplotni

referencni cela ‘
rovnovaha

se vzorkem 2

J )
~ _d 4

AT
£ %
injekce. ale pouze reference injekce s michackou

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

Moznou limitaci pro aplikaci metody je nutnost dodrZet vhodnou koncentraci vzorkl. Parametr
¢ = Kd x koncentrace dimeru (interagujiciho paru) by mél byt v rozmezi 1 az 1000 a znaci nejmensi
a nejvétsi méfitelnou hodnotu disociaéni konstanty. Pro studium vysoce afinnich interakei je optimalni

koncentrace vzorku velmi nizkd a pro nizko afinni naopak velmi vysokd (Wiseman et al., 1989).

5.3 MicroScale termoforéza

MicroScale termoforéza (MST) je zaloZena na principu termoforézy, coZ je primy pohyb molekul po

teplotnim gradientu (Ludwig, 1856), ktery byl pozorovan jiz v 19. stoleti, ale prvni aplikace MST jako
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metody pro identifikaci PPI byla popsdna aZz v roce 2010 na interakci DNA aptameru s trombinem
(Baaske et al., 2010).

Béhem MST se monitoruje pohyb fluorescencné znacenych molekul po teplotnim gradientu
(Obr. 5.3). Termoforéza je velmi citlivd na minimalni zmény konformace, ndboje ¢i velikosti molekuly
pfi interakci (Seidel et al., 2013). Naméfend data zmény fluorescence jsou vyuZita pro stanoveni diso-
ciacni konstanty, termodynamickych parametr vazby, je mozné rozliSit vazebny mechanismus a sledo-
vat kinetiku reakce. Méfeni probihd v malych sklenénych kapilarach (experiment vyZaduje velmi malé
mnozstvi analyzované latky), vzorek je v kapilarach fluorescencné oznacen a je excitovan z objektivu.
Teplotni vychylka je navozena pomoci infracerveného (IR) laseru. Pfi zkoumdni disociacni konstanty
jsou postupné méteny vzorky v kapildrach o pfesné koncentraci a postupné je zvySovédna koncentrace
interagujiciho ligandu za soucasného sledovani vlivu na termoforézu (Mao et al., 2015).

Podstatnou vyhodou MST oproti ITC a SPR je moZnost analyzovat neziedéné bunécné lyzaty,

které jsou mnohem bliZe fyziologickym podminkam nez naredéné roztoky (Phillip and Schreiber, 2013).

bez interakce

infracerveny (IR) laser

& Gl Fa@ GG G
o o (=] q [ I.q
TAAEY. ALL PR e
excitacni svétlo |:> g 'B" 4 (u i \.:Q‘Z & &\"QH '? o a_rhﬁ
] IR laser zapnuty IR laser vypnuty
s interakci

6'e v 8¢ 5gSe B P
2 | Pae W ' o
o p% NHpe N

IR laser zapnuty IR laser vypnuty

Obr. 5.3: Schéma MST experimentu. V priub€hu je zaznamenavdna zména fluorescence navazaného fluoroforu
(zndzornén zelenou hvézdickou). Molekuly se mohou nachdzet v roztoku ve dvou stavech, navzdjem interagujici
(s vazbou), pripadné bez interakci. Pfi MST dochdzi k zahfivani vzorku pomoci infracerveného (IR) laseru, ktery
zptsobi pohyb molekul pry¢ od excitované oblasti. Jakmile je IR laser vypnuty, molekuly difunduji zpét. Dojde-li
k interakci mezi proteiny, 1ze pozorovat zmény v difuzi oproti stavu bez vazby. Pfevzato a upraveno (Mrozowich
et al., 2019).
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6. Zaver

Proteinové interakce jsou zdsadni pro veSkeré déje v Zivych builkdch. Diky novym a zdokonalenym
metoddm je mozné hledani novych interagujicich proteinti a charakterizace procest, na kterych se podili.
Vyzkum PPI je taktéZ zajimavy pro vyvoj novych 1éCiv, diky hledani novych ligandt a popisu jejich
vazeb. Experimentélni prizkum dopliiuje in silico vyzkum, poskytuje nova data a potvrzuje ¢i zamita
existenci predpokladanych PPIL.

Metody predstavené v této praci jsou déleny do péti celkli. Blizkosti indukované znaceni po-
skytuje moznost oznaleni pravdépodobnych interagujicich proteint v zivych burnkdach a diky pfipojeni
kovalentnich znacek, 1ze pak pravdépodobné interagujici proteiny izolovat. Diky rozvoji novych typt
znaceni a optimalizaci enzymu jsou tyto metody velmi vhodné zejména pro experimenty in vivo, shrnuti
Tab. 6.1. Metody zaloZené na sit’ovani proteintl jsou jedny z nejdéle pouzivanych. Kovalentni vazba mezi
proteiny poskytuje mozZnost zachyceni i transientnich a slabych interakci. Velky pokrok pro sit ovani
proteind poskytla inkorporace nekanonickych aminokyselin pfimo do struktury studovaného proteinu.
Metody zaloZené na detekci fluorescence poskytuji moznost sledovat interakce v redlném cCase a v jed-
notlivych subceluldrnich kompartmentech. V neposledni fadé metody biofyzikalni stanovujici nejenom
kinetické a termodynamické parametry pfispivaji k charakterizaci vazeb mezi interagujicimi proteiny.

Vzhledem k Sirokému rozsahu metod, je mozné zvolit vhodné metody dle predpokladané lo-
kalizace, experimentdlniho organismu a pozadovanych vystupech analyzy. Je vhodné metody vhodné

dopliiovat pro potvrzeni a ujasnéni vyslednych dat.

Enzym Pavod Velikost | Optimdlni Doba znaCeni | Radius [nm]
[kDa] teplota

APEX hrach 28 37 1 min <20
APEX2 séja 28 37 1 min <20
BiolD E. coli 35 37 18-24 h ~10
BiolD2 A. aeolicus 25 37 18-24 h ~10
AirlD E. coli 37 26 3-24 h ~10
miniTurbo | E. coli 28 25 >10 min ~10
TurbolD E. coli 35 25 >10 min ~10
HRP kfen 44 37 10 min az 2 h | 200-300
PUP-IT Mycobacteria | 54 37 24 h NA

Tabulka 6.1: Shrnuti metod blizkosti indukovaného znaceni
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