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1. Uvod

Jednou ze zakladnich vlastnosti proteind je tvorba
specifickych nekovalentnich komplexi, které hraji kli¢o-
vou roli ve vét§in¢ bunécnych procest. Predpoklada se, ze
vSechny proteiny v butice jsou soucasti obrovské proteino-
vé sité (angl. ,interactome®), ve které vzajemné vazby
proteind pfechodné vznikaji a zanikaji. Odhaduje se, ze na
jeden protein pfipada pramérné pét interakénich partnert,
coz znatn& pievySuje komplexnost genomu'.
K porozuméni déji probihajicich v bufice na molekularni
urovni je tedy tfeba studovat kromé izolovanych proteint
i proteinové komplexy. Identifikace a charakterizace in-
terak¢nich partnerti, proteinovych komplexti a jimi tvofe-
nych proteinovych siti prispély béhem poslednich 15 let
k poznani fady procesti v organismech. Tohoto pokroku by
nebylo mozno dosahnout bez progresivniho rozvoje tech-
nik a metodik pro studium vzajemnych proteinovych in-
terakef.
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Typy interakci mezi proteiny mohou byt klasifikova-
ny na zéklad¢ biologického vyznamu (interakce enzym-
inhibitor, antigen-protilatka, receptor-ligand nebo interak-
ce v multiproteinovych komplexech jako jsou napt. riboso-
my) nebo na zakladé chemické podstaty (slabé a prechod-
né vs. silné a trvalé, elektrostatické interakce, vodikové
vazby, van der Waalsovy sily a hydrofobni efekty). Za-
kladni vlastnosti interakce mezi proteiny je jeji specifita,
ktera ji odliSuje od nahodnych kolizi zpisobenych Brow-
novym pohybem.

Rada interakci je prechodného charakteru napf. bé-
hem enzymové modifikace proteini (zprostfedkovanych
proteinkinasami, proteinfosfatasami, transferasami, protea-
sami atd.), pfi tvorbé transkripénich komplext, transportu
proteinti pfes membrany, sbaleni proteinti pomoci dohlize-
jicich proteinti (chaperonti) atd. Studium téchto piechod-
stabilizace komplexu.

Tento clanek poskytuje ptehled o technikach, bézné
pouzivanych pro identifikaci a charakterizaci vzajemnych
interakei mezi proteiny. Dillezity byl i vyvoj instrumental-
nich technik, jako je hmotnostni spektroskopie, mikrokalo-
rimetrie a povrchova plasmonova rezonance. Dale pak
rozvoj specidlnich mikroskopickych technik jako napft.
mikroskopie atomarnich sil nebo metody fluorescencni
mikroskopie jako FRET (fluorescence resonance energy
transfer), umoziujici identifikovat vzajemné interakce
proteint pfimo v zivych bunkach.

2. Metody vyuZivajici vazby na nosi¢

Studovany protein je po navazani na nosi¢ (napf. se-
pharosa, agarosa) vyuzit k zachyceni interak¢nich partnerti
napft. z bunééného extraktu. Protein mize byt imobilizovan
kovalentné, na komeréné dostupné aktivované nosice,
nebo nekovalentné, prostfednictvim afinitni vazby. Nejcas-
téji je pro imobilizaci vyuzivana fuzni sekvence, napf.
hexahistidinova kotva (6xHis), glutathion S-transferasa
(GST), hemaglutinin (HA), 8 aminokyselinovy epitop
FLAG (viz tab. I), ktera je pfi translaci pfipojena k N- ¢i
C-konci studovaného proteinu. Toho 1ze dosahnout bakte-
ridlni expresi flizniho genu pfipraveného metodami geno-
vého inzenyrstvi. Po odstranéni nespecificky navazanych
proteini nékolikandsobnym promytim nosice, jsou kom-
plexy interagujicich a navazanych proteind z nosice uvol-
nény, bud’ denaturaci napf. povafenim v denaturujicim
pufru pro SDS elektroforézu v polyakrylamidovém gelu,
nebo za nativnich podminek napf. zvySujici se koncentraci
soli, kompetujicimi molekulami, chaotropnimi rozpousté-
dly atd. Navazané proteiny jsou detegovany SDS elektro-
forézou v polyakrylamidovém gelu, western blotem, hmot-
nostni spektroskopii, N-koncovym sekvenovanim nebo,
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Tabulka I
Piehled béznych fuznich sekvenci
Fuzni sekvence Velikost Typ purifikace Vazajici slozka Elu¢ni ¢inidlo Dostupnost
(priklady)
Protein A 14 kDa afinitni IgG Stépeni TEV GE Healthcare
His 6 ak (HHHHHH) afinitni Ni-NTA imidazol Qiagen
GST 26 kDa afinitni glutathion glutathion Novagen
FLAG 8 ak (DYKDDDDK) imunoafinitni anti-FLAG Ab FLAG Sigma
MBP 40 kDa afinitni amylosa maltosa Biolabs
CBP 4 kDa afinitni kalmodulin EGTA GE Healthcare
c-myc 10 ak (EQKLISEEDL) afinitni anti-c-myc Ab - Sigma
HA 9 ak (YPYDVPDYA) afinitni anti-HA Ab - Sigma

Protein A — povrchovy glykoprotein ze Staphylococcus aureus, interagujici s imunoglobuliny; TEV proteasa — 27 kDa katalytickd domé-
na proteinu Nuclear Inclusion a (Nla) z viru TEV (tobacco etch virus); His — sekvence 6 histidind; GST — glutathion-S-transferasa; FLAG
— epitop peptid 8 aminokyselin; MBP — (Maltose-Binding Protein) protein vazajici maltosu; CBP — (Calmodulin-Binding Protein) protein
vazajici kalmodulin; c-myc — epitop z protoonkogenu myc; HA — epitop z hemaglutininu; ak — aminokyselina; Ni-NTA — agarosa s che-

lataéné navazanymi nikelnatymi ionty; Ab — protilatka

v ptipadé radioaktivné znafenych proteind, autoradiogra-
ficky.

Dulezitymi parametry jsou Cistota proteinu, zachovani
nativni struktury, koncentrace imobilizovaného proteinu
a mnozstvi aplikovaného bunééného lyzatu, obsahujiciho
interagujici protein. Vyhody této metody spocivaji v jeji
citlivosti (deteguje i interakce, jejichz vazebna konstanta
se pohybuje viadu 10°M) a ve skuteénosti, 7e testuje
vSechny proteiny bunééného extraktu. Zachycené proteiny
tedy mezi sebou soutézi o vazebna mista interak¢éniho part-
nera, imobilizovaného na kolon¢. Dalsi vyhodou je identi-
fikace interakce nejen monomernich proteind, ale i protei-
novych komplext.

Nevyhodou této techniky je paradoxné jeji citlivost,
vedouci k falesné pozitivnim vysledklim. Proto je nutno
vysledky ziskané afinitni chromatografii potvrdit jesté
dalsi, nezavislou metodou (napf. koimunoprecipitacti).
2.1. Koimunoprecipitace

Princip spociva v Setrné lyzi bunck, neposkozujici
proteinové komplexy, s naslednym piidavkem protilatky,
rozpoznavajici testovany protein. Poté je komplex intera-
gujicich proteini a dané protilatky imunoprecipitovan
Casticemi sepharosy ¢i agarosy s navazanym proteinem A
ze Staphylococcus aureus a precipitované proteiny jsou
analyzovany®. Prokazujeme-li interakci dvou znamych
proteinti, mize byt identita interagujiciho proteinu potvr-
zena pouzitim imunochemickych technik, napf. pomoci
western blotu. Ke zjisténi neznamych interak¢nich partne-
ri se vétSinou pouziva rozdéleni proteinit pomoci SDS
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu s naslednym
barvenim komercn¢ dostupnymi barvivy jako Coomassie
blue, SYPRO Ruby nebo Deep Pyrole. V ptipadé metabo-
licky radioaktivné znagenych proteinti (napf. *°S) probiha
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detekce autoradiograficky. Prislusné proteiny 1ze po rozdé-
leni identifikovat napt. Edmanovym sekvenovanim nebo
hmotnostni spektroskopii (mass spectroscopy — MS). Pro
Edmanovo sekvenovani je zpravidla pozadovano cca
10 pikomol proteinu. MS metody jsou citlivéjsi a pro
sekvenovani vyzaduji pikomolova mnozstvi proteinu.

Tato metoda se pouZziva pro testovani interakci mezi
dvéma znamymi proteiny nebo pro identifikaci novych
interakci. Pfi tomto postupu je nezbytné, aby proteinovy
komplex zlstal nativni béhem série promyvacich kroki.
Piechodné interakce a interakce s nizkou afinitou, které
v bunice ve stavu dynamické rovnovahy existuji, nebudou
touto metodou identifikovany. Vyhodou koimunoprecipi-
tace je detekce interakci za fyziologickych podminek
v butice v¢etné€ posttranslacnich modifikaci interagujicich
proteinti.

2.2. Separace
ligandt

pomoci afinitnich

Tato metoda (anglicky nazyvana Pull-down) je analo-
gicka tém, vyuZzivajicim k detekci proteind protilatky
(western blot, imunoprecipitace, koimunoprecipitace),
a jejich princip spociva v pfipojeni afinitniho ligandu pro
navazani nebo identifikaci proteinu. V soucasné dob¢ je
vyuzivéna fada fiznich ligand@’® jako napf. hexahistidino-
va kotva (6xHis), glutathion S-transferasa (GST), he-
maglutinin (HA), 8 aminokyselinovy epitop FLAG (viz
tab. I).

Tato technika byla poprvé pouzita ke zjisténi interakci
mezi proteinem modifikovanym glutathion S-transferasou
(GST) a jeho moznymi interakénimi partnery v roztoku®.
Testovany protein s termindlné pfipojenym ligandem je
purifikovan pomoci komerénich afinitnich nosica (tab. I)
a je pouzit jako ,,ndvnada“ pro interagujici proteiny pii-
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tomné v bunéném lyzatu. Bunécny lyzat je inkubovan
s nosi¢em obsahujicim navazanou ,,navnadu®. Po odstredé-
ni je peletovany nosi¢ s navazanymi proteinovymi kom-
plexy promyt a po povateni v denaturacnim pufru analyzo-
van SDS elektroforézou v polyakrylamidovém gelu (napf.
v kombinaci se specifickou detekci jako je western blot
s protilatkou proti pfedpokladanému interakénimu partne-
ru). Obecné Ize tuto metodu pouzit k identifikaci interakci
mezi fhznim proteinem a nezndmymi proteiny®’ nebo
k potvrzeni interakce mezi dvéma zndmymi protelny67
V ptipad¢ charakterizace novych interakénich proteint je
SDS-PAGE nasledovana hmotnostni spektroskopii nebo
N-terminalnim sekvenovanim.

2.3. Tandemova afinitni purifikace

Jsou-li k proteinu pfipojeny dvé nebo vice fuznich
sekvenci, at’ k N- ¢i C-koncové ¢asti, hovoiime o tandemo-
v¢é afinitni purifikaci (TAP). Fazni protein je nejprve puri-
fikovan pomoci jedné fuzni sekvence, ktera je posléze
odstranéna proteolytickym §tépenim. Tim dojde k odhaleni
druh¢ fuzni sekvence, vyuzitelné pro dalsi purifikaci. Tim
jsou vyznamné omezeny faleSn€ pozitivni vysledky. Touto
metodou byla popsana detekce novych interakénich part-
nerti v tkanovych buiikach®’

V klasickém usporadani TAP je protein syntetizovan
s pfipojenou doménou proteinu A ze Staphylococcus au-
reus vazici imunoglobulin G (IgG). Ta je nasledovana
dalsi afinitni znackou, zpravidla peptidem vaZicim protein
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kalmodulin (calmodulin binding peptide — CBP). Mezi
obéma doménami je St€épné misto pro proteasu z viru TEV
(tobacco etch virus)® (viz obr. 1).

Komplexy TAP flznich proteinti s interakénimi part-
nery jsou z bunécného lyzatu izolovany pomoci afinitni
purifikace pouzitim IgG nosic¢e. Flzni sekvence proteinu
A je odstranéna Stépenim proteasou TEV, ¢imz jsou pro-
teinové komplexy s CBP kotvou specificky uvolnény
z nosice. Nasleduje druha purifikace vyuzivajici kalmodu-
linového nosiCe, za pritomnosti vapenatych iontd.
K identifikaci interagujicich proteint po jejich elektrofore-
tickém rozdéleni se vyuziva technik MALDI-TOF MS
nebo tandemové hmotnostni spektroskopie'’.

Pfes patrné pfednosti neni TAP univerzalni metodou,
vhodnou pro vSechny piipady. Pfitomnost TAP-fuzni sek-
vence (~ 20 kDa) muze negativné ovliviiovat konformaci
proteinu, a tim i jeho interakci s vazebnymi partnery''.
Resenim miize byt naptiklad umisténi fazni sekvence na
opacny konec proteinu ¢i pouziti jinych, mensich fuznich
sekvenci.

3. Detekce interakci s proteiny
imobilizovanymi na membrané

Tato metoda (anglicky oznaCovana far western) je
zaloZena na testovani vazby na proteiny imobilizované po
elektroforetickém rozdéleni na membrang'?. Dalsi varian-
tou je pfeneseni riznych vzorkd na membranu vakuovym
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Obr. 1. Schématické znazornéni tandemové afinitni purifikace; cilovy protein je pfipraven ve fuzi ke dvéma fuznim sekvencim: CBP
(sekvence proteinu vazajici kalmodulin) a proteinu A, navzajem spojenych kratkou sekvenci obsahujici misto pro proteasu z viru TEV
(tobacco etch virus). Nejprve jsou komplexy fuznich proteind s interakénimi partnery z bunééného lyzatu izolovany pomoci afinitni puri-
fikace pouzitim IgG nosice. Flizni sekvence proteinu A je odstranéna $tépenim proteasou TEV, ¢imz jsou proteinové komplexy s CBP
kotvou specificky uvolnény z nosice. Nasleduje druha purifikace vyuzivajici kalmodulinového nosice, za pfitomnosti vapenatych iontt
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prosatim (tzv. dot nebo slot blot). Membrana, obsahujici
takto rozdé€lené proteiny, je po zablokovani nespecifickych
interakci (inkubaci napt. s albuminem), inkubovana
s proteinem, pro néjz hleddme interakéni partnery. Po na-
sledném promyti eliminujicim slabé, nespecifické interak-
ce je pritomnost navdzaného studovaného proteinu zjisto-
vana vétSinou imunochemicky (detekce analogicka wes-
tern blotu). Misto protilatky lze pouzit specifickou sek-
venci napf. hexahistidinovou kotvu (6xHis), glutathion
S-transferasu (GST), epitop z hemaglutininu (HA), 8 ami-
nokyselinovy epitop FLAG, epitop z protoonkogenu myc
(c-myc), ktera mtize byt pfipojena k proteinu pii bakterial-
ni expresi fuzniho genu, kodujiciho takovouto chiméru.
Interagujici protein mtize byt pfi produkei také radioaktiv-
né¢ znacen (inkorporaci aminokyseliny zna¢ené pomoci
33S) pro velmi citlivou autoradiografickou detekei.

4. Chemické proktiZeni bifunk¢énimi €inidly

Tato metoda se pro studium vzdjemnych interakci
proteinii pouziva jiz vice nez 50 let a je tedy jednou
z nejstarSich a nejpouzivanéjsich. Cilové skupiny postran-
nich fetézcl interagujicich proteint, nachazejici se ve
vzdalenosti odpovidajici délce bifunkéniho ¢inidla, jsou
chemicky prokiiZzeny kovalentni vazbou, ¢imz jsou jejich
vzajemné interakce stabilizovany. Vzniklé multimery jsou
po elektroforetickém rozdé€leni za denatura¢nich podminek
(SDS-PAGE) identifikovany na zékladé vyssi molekulové
hmotnosti. Metoda muze byt kombinovana s imuno-
chemickou detekci & hmotnostni spektroskopii'’.
V soucasné dobé¢ nasla tato metoda nejvétsi uplatnéni pii
potvrzovani nové nalezenych interakci proteinli pomoci
dvojhybridniho systému, imunoprecipitace nebo koimuno-
precipitace.

VétSinou jsou pii proktizeni vyuzivany nukleofilni
substitucni reakce, ve kterych postranni fetézec atakujici
aminokyseliny poskytuje par elektronit bifunkénimu ¢ini-
dlu, za vzniku kovalentni vazby. BéZzné pouZivana bi-
funk¢ni Cinidla obsahuji dvé chemicky reaktivni skupiny,
které reaguji se dvéma postrannimi fetézci aminokyselin
cilovych proteinti. Cést ¢inidla, spojujici dvé reaktivni
skupiny, nazyvana linker, urCuje vzdalenost mezi reaktiv-
nimi skupinami a pfispiva k celkové geometrii bifunkéniho
¢inidla a k jeho rozpustnosti.

Podle reaktivnich funkénich skupin mizeme bifunk¢-
ni Cinidla rozd¢€lit na homobifunkéni, obsahujici identické
reaktivni skupiny (napf. N,N’-p-fenylenbismaleimid (p-
PDM), dimethyl-pimelimidat (DMP), disukcinimidyl-
glutarat (DSG)), a na heterobifunk¢ni, obsahujici rizné
funkéni skupiny (napf. m-maleimidobenzoyl-N-hydroxy-
sukcinimid ester (MBS)). Mezi heterobifunkéni Cinidla
patii také tzv. svétlem aktivovatelné linkery, které obsahuji
chemicky reaktivni a fotoreaktivni skupiny'*. Tato fotore-
aktivni skupina je aktivovana svétlem o urcité vinové dél-
ce. Nedavno byla také vyvinuta trifunkéni Cinidla, zahrnu-
jici latky, které obsahuji dvé reaktivni skupiny pro prokii-
zeni proteinlt a tfeti skupinu (Casto biotin), umoziujici
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detekci a purifikaci prokiizenych proteinii'’. Dali skupi-
nou jsou ¢inidla s nulovou délkou (angl. zero-length cross-
linker)'®. Tato &inidla (napf. 1-ethyl-3-[3-dimethylamino-
propyl]karbodiimid (EDC)) aktivuji funkéni skupiny po-
strannich fetézcl na cilovych proteinech, ¢imz umoznuji
vytvofeni kovalentnich vazeb bez linkeru. Pro snadnéjsi
identifikaci prokiizenych proteind mize byt pouzito zna-
¢ené bifunkéni ¢inidlo. Mezi nejpouzivanéjsi znacky patii
fluorofory, chromofory detegovatelné ve viditelné oblasti
a radionuklidy, predeviim '*I.

Chemické proktizeni ma tu vyhodu, Zze prokiizené
proteiny interaguji za nativnich podminek a mtize byt tedy
provadéno nejen in vitro ale i in vivo'"'®. Dalsi prednosti
ve srovnani s ostatnimi metodami je moznost zachytit
i velmi slabé interakce, jinymi metodami téméf nepostih-
nutelné, a moznost detekce pfechodnych interakei, které
jsou prokfizenim ,,zamrazeny v ¢ase“. Nevyhodou je nizka
specifita pii pouziti dlouhych bifunkcnich ¢inidel, kdy
k proktizeni proteini mize dojit i tehdy, nachazeji-li se
pobliz, aniz by spolu interagovaly.

5. Otisk proteinu

Jedna se o metodu, vyuZivajici chemického nebo pro-
teolytického Stépeni ke zjisténi oblasti proteinu, chrané-
nych nebo naopak obnazenych pfi vytvafeni proteinovych
komplext'. Isotopové N- nebo C-koncové radioaktivnd
znaceny protein je smichan s interakénim partnerem a tato
smés, stejné jako kontrolni vzorek, jsou podrobeny proteo-
lyze. Proteolyza muze probihat pisobenim malych che-
mickych sloucenin (napf. vytvarejicich hydroxylové radi-
kaly) nebo enzymové (napi. proteinasou K nebo trypsi-
nem). Produkty Sté€peni jsou poté analyzovany denaturujici
SDS elektroforézou v polyakrylamidovém gelu a jsou
porovnany §tépné produkty samotného proteinu a proteinu,
ktery byl soudasti komplexu®. St&pné produkty mohou byt
identifikovany N-koncovym sekvenovanim ¢i hmotnostni
spektroskopii.

Metoda je snadno proveditelna a diky citlivému kon-
covému znaceni postacuje k reakci malé mnozstvi protei-
nu. Protein vSak nesmi obsahovat endogenni fosforyla¢ni
mista, rozpoznavana proteinkinasou A a je tifeba ovéfit,
zda vzorek neobsahuje krat$i formy proteinu, které by
vedly ke zkresleni vysledku.

6. Kvasni¢ny dvojhybridni systém

Skuteény prilom v testovani interakei proteind in vivo
prinesl pied 18 lety kvasni¢ny dvojhybridni systém vyvi-
nuty pro kvasinky Saccharomyces cerevisiae (yeast two
hybrid Y2H)*'. Jedn4 se o metodu zaloZenou na rekonsti-
tuci funkéniho transkripéniho faktoru, sestavajiciho
z DNA-vazebné domény (DBD), zajistujici lokalizaci
faktoru na specifickém mist¢ DNA, a aktivatni domény
(AD), ktera je vlastni katalyticky aktivni doménou pro
transkripci. Rozdéleni DBD a AD inaktivuje transkripéni
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Obr. 2. Schématické znazornéni kvasni¢ného dvojhybridniho systému; interakci mezi proteiny X a Y, pfipravenych ve fuzi k vazebné
doméné DBD-X a k aktiva¢ni domén¢ AD-Y, je umoznéna transkripce reportérového genu

faktor, ale jeho funkce mulze byt obnovena koexpresi
a opétovnou asociaci DBD a AD. Y2H vyuziva tohoto
jevu k identifikaci interakce proteint, kterd zajisti spojeni
obou domén (DBD a AD) a tim aktivaci transkripcniho
faktoru. Pro tento cel je konstruovéna fuze DBD s protei-
nem X, ke kterému hledame interakéniho partnera, tzv.
,-navnadovy protein® (bait protein), a fize AD s knihovnou
potencidlnich interakénich partnertt Y, tzv. ,kofist pro-
tein“ (prey protein) (obr. 2).

V pripad¢ interakce studovanych proteinii dojde
k asociaci ptipojenych domén DBD a AD a k indukci tran-
skripce reportérového genu komplementujiciho poskozeny
chromosomalni gen. Jeho exprese umozni defektnim kvas-
ni¢nym burikam rist na selektivnim médiu (napf. minimal-
ni médium bez histidinu). Kolonie rostouci na médiu bez
histidinu jsou klony, u nichz doSlo k hledané interakci.
Kromé auxotrofie pro histidin jsou ¢asto vyuzivany i geny,
kodujici snadno detegovatelnou enzymovou aktivitu (napf.
lacZ pro B-galaktosidasu, MELI pro a-galaktosidasu).
Kvasni¢né builky narostlé na selektivnim médiu je nutno
nejméné dvakrat testovat opétovnym narlistem na nejse-
lektivnéjSim médiu (napf. minimélni médium bez tryptofa-
nu, leucinu, histidinu, adeninu) a s ptidavkem X-o-gal pro
snadnou selekci modrych a bilych kolonii. Kolonie, které
rostou na téchto piidich a maji modré zabarveni, jsou ty,
u kterych dochazi k interakci mezi proteiny. Pokud se
k testovani pouzily plasmidy kodujici neznamé proteiny,
napi. cDNA knihovna, je nutné plasmidovou DNA
z prislusné kolonie izolovat, sekvenovat a porovnanim
s databazi (napf. pomoci programu na webovych strankach
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ur¢it, o jaky pro-
tein se jednd. Vziajemné, nové identifikované interakce
mezi proteiny, je poté nutno ovéfit dalSimi metodami,
napf. separaci pomoci afinitnich ligandi ¢i koimunopreci-
pitaci.

Limitujicim faktorem, vychéazejicim pfimo z principu
Y2H, je, ze testovani interakce probiha v jadie kvasnicné
buiiky, kde dochazi k aktivaci transkripce®. Proto prosel
Y2H mnoha modifikacemi a v soucasné dobé jsou
k dispozici dvojhybridové systémy pro sav&i> a bakteril-
ni buitky****. Y2H a jeho modifikace mohou byt také pou-
zity pro ovéfeni interakce dvou znamych proteini
a 1 k vytipovani minimalni domény, nutné k interakci,
nebo k testovani vlivu bodovych mutaci na interakci.

Dvojhybridni systém je citlivd metoda, jejiz vysledek
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vSak zavisi na mnozstvi faktord, jako napf. koncentrace
hybridnich proteinti, sekvence a uspotadani vazebnych
mist pro transkripcni faktor na reportérovém genu a také
mnozstvi reportérového proteinu, nutné pro zachyceni
zmény fenotypu. Limitaci je pouzitelnost této metody pou-
ze pro proteiny, které mohou byt transportovany do jadra
a které si zachovavaji strukturu a aktivitu i ve form¢ fizni-
ho proteinu.

promotnrlsignalnl sekvencel nahodny peptid | gen lll |

fagovy
vektor

infekce E. CDlI

A H A

vazba na afinitni kolonu

mmmmm

eluce zachycenych fagu

Jg

Obr. 3. Schématické znazornéni uspoiradani prezentace pepti-
di pomoci fagi a pribéhu experimentu; buiky E. coli jsou
infikovany bakteriofagy, do jejichz DNA byl vpraven usek cizo-
rodé DNA ¢i cela knihovna nahodnych sekvenci. Exprimované
peptidové sekvence jsou exponovany na povrchu faga. Pro selek-
ci interakénich partnerd jsou fagové Castice, nesouci rizné typy
peptidt, aplikovany na kolonu s imobilizovanym cilovym protei-
nem. Fagy sexponovanym peptidem, vykazujicim afinitu
k imobilizovanému proteinu, jsou na koloné¢ zadrzeny, zatimco
ostatni fagy jsou promyvanim uvolnény
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7. Prezentace peptidi pomoci fagh

Metoda prezentace peptidi pomoci fagi (anglicky
phage display), ktera byla poprvé popsana Smithem®, je
zalozena na faktu, Ze vlaknité bakteriofagy E. coli mohou
byt geneticky upraveny tak, aby na jejich povrchu byly
vystaveny rizné peptidy, ptedstavujici napt. knihovnu
nahodnych sekvenci (1 fag nese pouze peptidy stejné sek-
vence). Pro selekci interakénich partnert jsou fagové casti-
ce, nesouci ruzné peptidy, aplikovany na kolonu
s imobilizovanym cilovym proteinem. Fagy s exponova-
nym peptidem, vykazujicim afinitu k imobilizovanému
proteinu, jsou na kolon¢ zadrZeny, zatimco ostatni fagy
jsou promyvanim uvolnény. Fagy zachycenymi na koloné
jsou infikovany bakterie, z nichz je nasledné izolovana
DNA, kodujici pfislusny peptid, ktera je sekvenovana
(obr. 3).

Puvodni pouziti téchto knihoven fuznich fagi bylo
pouze pro konstrukci a testovani proteintl, vazicich speci-
fické protilatky. Diky mnoha modifikacim je tato techno-
logie nyni pouzitelnd i pro fadu interakci protein-protein
a protein-peptid®’?.

K hlavnim vyhoddm této metody patfi zejména moz-
nost testovat velké knihovny peptidd. Vhodnym zvolenim
podminek béhem promyvani fagh zachycenych afinitni
kolonou je také mozné regulovat specifitu interakce. Ne-
vyhodou je, Ze proteiny musi byt exprimovany v E. coli,
a tudiz mohou postradat n¢které posttranslacni modifikace,
bézné v eukaryotickych burikdch. VSechny proteiny/
peptidy na povrchu fagt jsou ve fazi s povrchovym protei-
nem, coz muze ovlivnit jejich aktivitu nebo moznost vazat
urcité interakéni partnery.

8. Pi'enos rezonance fluorescen¢ni energie

S objevem zeleného fluorescenéniho proteinu (green
fluorescent protein (GFP)) z medizy Aequorea victoria®
se oteviela nova cesta ke studiu a analyze proteinovych
interakci. Pfenos rezonance fluorescenéni energie
(fluorescence resonance energy transfer (FRET)) je jedi-
neéna a velmi ucinnd metoda pro zjisténi konformace,
asociace Ci disociace molekul, a pro detekci intra- ¢i inter-
molekularnich interakci proteinti v Zivych buiikach®.
FRET je proces, pii kterém dochazi k pfenosu energie
z excitovaného donorového fluoroforu na akceptorovy
fluorofor, nachazeji-li se v tésné blizkosti (typicky 10—100
A). Pro FRET je mozné pouzit proteiny, pfipravené jako
fazni konstrukty s GFP nebo jeho variantami (napf. mod-
rozeleny fluorescen¢ni protein (cyan fluorescent protein —
CFP), zluty fluorescencni protein (yellow fluorescent pro-
tein — YFP), nebo proteiny, které byly chemicky modifiko-
vany kovalentnim pfipojenim k syntetickym fluoroforim
(napiiklad k fluorescein isothiokyanatu — FITC)*!. FRET
se pouzivad v tad¢ aplikaci napf. pii analyze struktury
a konformace proteinti, pfi zkoumani interakci receptor-
ligand, pfi studiu struktury a konformace nukleovych ky-
selin, pfi zkoumani rozd€leni a transportu lipidd
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v membranach a mnoha dalsich aplikacich®.

Techniky, vyuZivajici FRET jsou limitovany pomérné
vysokym pozadim, zptisobenym bunécnou autofluorescen-
ci a pfimou excitaci fluorescen¢niho donoru. Tyto nevyho-
dy mohou byt odstranény pouzitim techniky, nazvané pie-
nos rezonance bioluminiscencni energie (bioluminiscence
resonance energy transfer (BRET)), ktera jako zdroj ener-
gie donoru vyuziva bioluminiscenci®. Jako donor BRET
je vétsSinou pouzivan enzym luciferasa, indukujici fluores-
cenci luciferinu v pfitomnosti ATP, a akceptory mohou byt
GFP nebo YFP.

Vyhodou FRET mikroskopie je, ze ji lze provadeét
v bunce za fyziologickych podminek. V porovnani
s ostatnimi metodami studia proteinovych interakci, po-
skytuje FRET mikroskopie navic také informace o lokali-
zaci interagujicich proteinl v bunce. Spojuje tak v sobé
vyhody nékolika riznych metod, napt. afinitni chromato-
grafie, charakterizujici vzdjemné interakce proteinll a imu-
nochemické kolokalizace, pro zjisténi pfitomnosti dvou
studovanych proteinl na stejném misté v burice.

9. Zavér

Tento ¢lanek poskytuje prehled fady biochemickych
metod, vyuzivanych pro identifikaci vzajemnych proteino-
vych interakci. Zde popsané metody napt. metody vyuzi-
vajici vazby na nosi¢, koimunoprecipitace, chemické
prokiizeni nebo kvasni¢ny dvojhybridni systém mohou byt
pouzity jak pro zjisténi interakce mezi dvéma zndmymi
proteiny, tak pro odhaleni nového interakéniho partnera.
Pro tento ucel je vyhodné pouziti metod umoznujicich
testovani celych knihoven proteind, jako napf. kvasni¢ny
dvojhybridni systém ¢i prezentace peptidd pomoci faga.

Jednou z hlavnich vyhod téchto metod je, ze detekce
vzajemnych interakci probiha za fyziologickych podminek
napf. pfi koimunoprecipitaci nebo pfimo v buiice napi.
v kvasniéném dvojhybridnim systému nebo pii pfenosu
rezonance fluorescencéni energie. Pfes nesporny piinos
téchto metod ma kazda z nich urcité limitace. Jedna se
zejména o faleSn¢ pozitivni ¢i negativni reakce ¢i omezeni
na urcité podminky, napf. pfi prokfizeni bifunk¢énimi ¢ini-
dly (pomérné uzké pH rozmezi pro jejich aktivitu). Proto
je Casto nutné ovéfit vysledek dvéma nebo vice metodami.
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The knowledge of the pattern and mechanism of pro-
tein-protein interactions helps in elucidation, on the mo-
lecular basis, of functioning of living organisms as well as
in understanding cellular processes and functions. This
review summarizes the widely used biochemical methods,
from the oldest (but still powerful) to the most recent tech-
niques, for identification and characterization of novel
protein-protein interactions.
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