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Souhrn

Pro spravné pochopeni fyziologickych procesi v burice a pfipadné jejich odchylek jsou
molekularné-biologické analyzy nezbytnym néstrojem vyuzivanym v biomedicinském vyzkumu
a také v klinické diagnostice. Existuje mnozstvi technik, které umoznuiji urcit lokalizaci studova-
nych proteind a jejich interak¢ni aktivitu. Tyto pristupy vyuzivaji predevsim interakce specificky
se vazicich molekul s cilovymi proteiny (protilatky) nebo synteticky pfipravené rekombinantni
proteiny (GFP fuzni protein; metody fluorescenc¢niho/bioluminiscen¢niho rezonan¢niho prenosu
energie). ,Proximity ligation assay” (PLA) in situ pfedstavuje novou techniku zobrazujici proteiny
na urovni jednotlivych bunék a tkani s vyuzitim reportérové molekuly DNA a DNA modifikujicich
procestl. Tato metoda umoznuje pfimou vizualizaci proteind, jejich hladiny, modifikace a inter-
akce v jednotlivych fixovanych bunkach a tkénich. Sondy jsou tvoreny specifickymi protilatkami
s navazanym oligonukleotidem, ktery slouzi jako reportérova molekula. Pokud dojde k nava-
zani sond v tésné blizkosti, nasleduje vznik kruznicové DNA, jez slouzi jako templat pro ampli-
fikaci otacivou kruznici. Amplifika¢ni reakce umoznuje vizualizaci sledované interakce. Ve srov-
nani s dostupnymi molekuldrné-biologickymi metodami vychézejicimi z genového inzenyrstvi,
PLA in situ umoznuje studovat endogenni proteiny v jejich pfirozenych podminkach, a mize byt
tudiz pouzita pro studium klinického materidlu. PLA in situ je vyuzitelnd v jakékoliv vyzkumné
oblasti zamérené na studium proteinovych interakci, jako je studium bunécénych signalnich drah,
identifikace cil( farmakologicky Gcinnych latek ¢i v onkologické diagnostice.
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Summary

To understand cellular processes and events responsible for their perturbations, proteomic analy-
ses are needed in biomedical research and clinical diagnostics. Several techniques based on speci-
fically binding reagents (antibodies) or recombinant proteins (GFP fusion protein, methods of fluo-
rescence/bioluminescence resonance energy transfer) are generally used to study protein location
and activity resulting from secondary modifications and interactions. The in situ proximity ligation
assay represents a novel technique of in situ protein imaging using DNA as a reporter molecule and
DNA amplification processes. This method enables direct visualization of single molecules, their levels,
modifications and pattern of interactions in individual fixed cells and tissues. Proximity probes consist
of specific antibody with attached oligonucleotides that are used as reporter molecules for identifi-
cation of such events. Proximity probes guide the formation of a circular DNA strand when bound in
close proximity. The DNA circle after that serves as a template for rolling-circle amplification allowing
the interaction to be visualized. Compared to available proteomic techniques benefiting from genetic
engineering, in situ PLA enables study of endogenous proteins in their natural environment and thus
can be used for clinical specimens. The areas of applicability where proximity ligation procedure can be
used include any research field where protein interaction measurements are important, such as signal-
ing pathway studies, monitoring of pharmacological treatment targets and oncological diagnostics.
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Uvod

Proteiny jsou biomakromolekuly, které
v bunkach zprostiedkovavaji velké
mnozstvi funkci vcetné enzymatic-
kych reakci, transportu, bunéc¢né signa-
lizace, replikace a dalSich. K zajisténi fy-
ziologickych podminek potrebnych pro
spravnou funkci proteinu je mimo jiné
nezbytnd jeho spravna subcelularni lo-
kalizace. Ta urcuje jeho aktivitu prostfed-
nictvim vazeb s interakénimi partnery
a post-transla¢nich modifikaci a umoz-
nuje tak proteindim zapojit se do funk¢-
nich biologickych drah [1]. Zjednodu-
$ené feceno, pokud je sprdvné mnozstvi
proteinu ve spravny ¢as na spravném
misté, dochazi v rdmci bunky k fyzio-
logickému transportu materialu a in-
formaci. Nevhodna lokalizace proteinu
vede k jeho inaktivaci nebo naopak ke
Skodlivé aktivaci na nevhodném misté,
coz pfispiva ke vzniku mnoha onemoc-
néni. Mezi onemocnéni, jejichz etiologie
zahrnuje aberantni lokalizace protein(
patii metabolické poruchy, neurodege-
nerativni, kardiovaskuldrni a nddorova
onemocnéni [1].

Je zndmo, Ze k tumorigenezi prispiva
mimo jiné z nevhodné lokalizace ply-
nouci zména v proteinovém interak-
tomu (soubor interagujicich proteint)
a zména post-translacnich modifikaci
protein{. Pro spravnou funkci nadoro-
vych supresorll je podstatna jejich ja-
dernd lokalizace, a proto jejich translo-
kace do cytoplazmy mUze predstavovat
jeden z aktiva¢nich mechanizmd, ktery

vede k nekontrolované proliferaci
bunék [2]. Napfiklad cytoplazmaticka
lokalizace proteinu FOXO3a pfredsta-
vuje horsi prognézu u pacientek s karci-
nomem mlécné zIazy a naopak jaderna
lokalizace zminnovaného proteinu kore-
luje se zvySenou senzitivitou k radia¢ni
terapii [3,4]. Podobné inhibitory bunéc-
ného cyklu jako p21WAF1 a p27 se vli-
vem nevhodné lokalizace mimo jadro
stdvaji tumorigenni. Cytoplazmaticky
p2T1WAF1 predstavuje marker nega-
tivni prognézy u HER2 pozitivniho kar-
cinomu mléc¢né zlazy [5]. Cytoplazma-
ticka lokalizace p21WAF1 je markerem
rezistence k lé¢bé cisplatinou u karci-
nomu vajecniku [6]. Podobnym ptikla-
dem mUze byt protein p27, jehoz mimo-
jaderna lokalizace predstavuje negativni
prognosticky faktor u mnoha nadoro-
vych onemocnéni vcetné karcinomu
mlécné Zlazy [7], hepatoceluldrniho kar-
cinomu [8], karcinomu vajec¢nikd [9]
a karcinomu tlustého stfeva [10]. Vedle
nadorovych supresorll mohou byt také
ve sméru do jadra translokovany mem-
branové receptory tyrozinkinaz. Napfi-
klad jaderna lokalizace receptoru pro
epidermalni rGstovy faktor (EGFR) je aso-
ciovana s rezistenci tumoru k [é¢bé ce-
tuximabem a cisplatinou u fady nadoro-
vych onemocnéni[11,12].

Metody pouzivané pro detekci kon-
krétniho proteinu, jejich post-transla¢né
modifikované formy nebo proteinovych
interakci vyuzivaji k oznaceni cilového
proteinu prevazné vazby se specifickou

~
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Obr. 1. Schematické znazornéni principu PLA technik v kapalné (A) a pevné (B) fazi.

protilatkou nebo zavedeni znacky do ci-
lového proteinu [13]. Prvni pfistup zahr-
nuje metody, jako je westernovy pirenos
spojeny s imunodetekci, sandwichova
ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), ko-imunoprecipitace s naslednou
identifikaci pomoci hmotnostni spektro-
metrie a imunohistochemie. Metody pfi-
mého znaceni proteinu jsou zalozeny na
principu syntézy fuzniho proteinu s re-
portérovou molekulou, jako je napf. GFP
(green fluorescent protein) nebo luci-
feraza, které umoznuji detekci cilového
proteinu pfimo ve vzorku. Mezi tyto me-
tody patii metody FRET (fluorescence
resonance energy transfer), BRET (bio-
luminiscence resonance energy trans-
fer) [14]. Tyto metody, pfi nichZ jsou
buriky modifikovany genetickymi kon-
strukty, jsou vynikajici nastroj pro stu-
dium funkci proteind, avsak jsou zcela
nepouzitelné v pfipadé studii provadé-
nych na klinickém materidlu nebo v dia-
gnostice.,Proximity ligation assay” (PLA)
in situ, kterd je predmétem tohoto pre-
hledového ¢lanku, predstavuje techniku
kombinujici vazbu specifické protilatky
s reportérovym systémem a umoziu-
jici tak pfimo sledovat interakce endo-
gennich proteini na drovni jednotlivych
bunék a tkani.

»Proximity ligation assay”

PLA predstavuje metodu navrzenou
pro detekci proteinl, proteinovych
komplexd a post-translac¢nich modifi-
kaci s vyuzitim specifickych protilatek,
které na sobé nesou navazané kratké
DNA vlékno s funkci reportérové mole-
kuly [15,16]. V pfipadé navazani dvojice
sond na cilové epitopy, které se nachazi
v tésné blizkosti v fddu desitek nanome-
trG, mohou oligonukleotidy hybridizo-
vat s komplementarnim DNA vldknem.
Naslednou ligaci dochézi k pfemosténi
mezi obéma sondami a vznikd tak am-
plifikovatelna reportérovd DNA. Ta je
markerem vazby PLA sond v tésné bliz-
kosti a mlize byt kvantifikovdna meto-
dou PCR. Mnozstvi signdlu poskytnu-
tého DNA reportérem odrazi plvodni
koncentraci cilovych proteind ve sledo-
vanych vzorcich. Vyhodou této metody
je vznik reportérové molekuly pouze za
predpokladu dvoji vazby PLA sond, ¢imz
je snizen vznik nespecifickych signal
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Obr. 2. Schéma detekce dimerniho proteinového komplexu, post-transla¢ni modifikace proteinu a samotného proteinu metodou
PLA in situ s vyuzitim amplifikace otacivou kruznici (RCA) za vzniku amplifika¢niho produktu.

A. PLA sondy se vazi k dvéma interagujicim proteinm s naslednou hybridizaci cirkulariza¢nich oligonukleotid( a ligaci. B. Identifikace
post-transla¢ni modifikace proteinu pomoci specifické PLA sondy. C. Detekce proteinu pomoci sekundarnich PLA sond.

a amplifikovana tak muaze byt pouze li-
govana DNA[13].

PLA technologie ma nékolik modifi-
kaci vychézejicich z charakteru studova-
ného materialu: PLA v kapalné fazi (solu-
tion phase PLA), PLA v pevné fazi (solid
phase PLA) a PLA in situ.

PLA v kapalné fazi predstavuje pu-
vodni variantu ,proximity ligation” tech-
niky, kterd pro detekci sledovaného ana-
lytu vyuzivd identifikaci cilové molekuly
pomoci rozpozndani dvou nebo vice epi-
topd pomoci specifickych PLA sond
(obr. 1A) [16]. V pfipadé navazani obou
sond v tésné blizkosti vznika reporté-
rova DNA, jez je amplifikovana a kvantifi-
kovana metodou kvantitativni PCR nebo
sekvencovanim nové generace [17]. Tato
metoda nevyzaduje promyvaci kroky
a je vzhledem ke své nendro¢nosti na
provedeni vhodna pro analyzu velkého

mnozstvi vzorkd. Vysoka citlivost v fadu
femtomold umoznuje detekci protein(
i pfi objemu vzorku pouze 1 pl [16]. PLA
v pevné fazi ma podobny princip jako
klasicka sandwichova ELISA, nebot k de-
tekci proteind vyuzivd protildtky nava-
zané na pevnou fazi (mikrotitra¢ni des-
ticka) (obr. 1B). Detekce navazaného
proteinu probihd pomoci dvou PLA
sond, které vedou ke vzniku reportéro-
vého DNA vildkna. Detekce a kvantifikace
reportérové DNA probihd analogicky
jako v pripadé PLA v kapalné fazi. Toto
provedeni PLA je zna¢né citlivé, protoze
pro vznik signalu vyzaduje vazbu celkem
tfi specifickych protilatek [17].

~Proximity ligation assay” in situ

PLA in situ je varianta PLA techniky, kterd
umoznuje studovat endogenni proteiny
ve tkanich a buné¢nych kulturdch. Tuto

in situ techniku lze vyuzit pro detekci ja-
kychkoliv molekul nebo komplexd, proti
nimz je mozné pfipravit specifickou proti-
latku. PLA sondou tak muze byt primarni
protilatka konjugovana s oligonukleo-
tidem, ktera pfimo interaguje s cilovym
proteinem (obr. 2A, B), nebo konjugo-
vana sekundarni protilatka (komer¢né
dostupné sondy), ktera interaguje s pri-
marni protilatkou jiz navédzanou k cilové
molekule [18,19] (obr. 2C). Alternativné
Ize vedle klasickych protildtek konjugo-
vanych s oligonukleotidy pouzit i jiné
specificky se vazici molekuly, jako jsou re-
kombinantni afinitni proteiny ,DARPins”
(uméle pfipravené proteiny napodobujici
funkci protilatek) a DNA aptamery (uméle
pripravené oligonukleotidy specificky va-
Zici cilovou molekulu) [13,15,20-22].

Aby bylo dosazeno signalu v misté
redlného vyskytu sledované mole-
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kuly a nedochézelo k jeho difuzi, PCR je
v in situ modifikaci nahrazena DNA am-
plifikaci tak, Zze produkt amplifikace zG-
stdva navazany na cilovy protein (obr. 2).
PLA in situ je navrzena tak, Zze dvo-
jice sond slouzi jako templat pro syn-
tézu kruznicové DNA. Ta je nasledné
amplifikovana pomoci vysoce Gcinné
Phi29 DNA polymerazy mechanizmem
oznacovanym jako amplifikace otacivou
kruznici (rolling circle amplification -
RCA). RCA je spousténa jednou z PLA
sond oznacovanou jako ,priming”. Pro-
dukt této reakce je prakticky prodlou-
Zenim PLA sond, a tudiz zlstava fyzicky
spojen s cilovymi molekulami (obr. 2).
RCA produkt ma velikost nékolika set re-
petitivnich element( o velikosti pfiblizné
100 kb a je vizualizovan hybridizaci s flu-
oroforem znacenymi oligonukleotidy.
Takto vznikly signdl o velikosti mensi nez
1 um Ize pozorovat fluorescen¢nim mik-
roskopem a je snadno odlisitelny od ne-
specifického signdlu [18,23].

Kromé studia proteinovych komplex(
je mozné PLA in situ vyuzit také pro stu-
dium interakci mezi proteiny a nukleo-
vymi kyselinami. V tomto pfipadé se vy-
uziva jednovldknovd DNA sonda, kterd
zaroven slouzi jako templét pro liga¢ni
reakci. Metodicky tento postup vyzaduje,
aby byla genomova DNA nejprve tepelné
nebo enzymaticky denaturovéna na jed-
notlivé fetézce, ke kterym by mohla spe-
cifickd sonda hybridizovat [22,24].

Technika PLA in situ neni omezena
pouze na detekci blizkosti jednoho paru
cilovych molekul. Detekce vétsiho mnoz-
stvi molekul vyZaduje pouze pouziti vét-
$iho mnozstvi specifickych oligonukleo-
tidd. Pro vizualizaci interakce mezi tfemi
molekulami je zapotftebi tfi riznych PLA
sond, pficemz vznik kruznicové reporté-
rové DNA je zavisly na pfitomnosti vSech
tii sond [18,23].

Mezi dalsi aplikace PLA in situ patii
identifikace proteinovych post-trans-
la¢nich modifikaci. Pomoci specifickych
PLA sond Ize sledovat fosforyla¢ni status
proteinli [25] nebo jejich glykosylaci [26].

Kombinace PLA in situ

s dal$imi metodami

Velké mnozstvi onemocnéni se proje-
vuje zménami v proteinové expresi Ci
funkci, které jsou zplsobeny genetic-

kymi aberacemi nebo epigenetickymi
modifikacemi. Pro stanoveni chromozo-
malnich aberaci na Urovni jednotlivych
bunék byva ¢asto vyuzivdna metoda
fluorescencni in situ hybridizace (FISH).
Kombinace PLA in situ s FISH poskytuje
informace o amplifika¢nim statutu genu
soucasné s hodnocenim interakci dere-
gulovanych proteinl. Geneticka analyza
je takto doplnéna o proteomickou ana-
lyzu ve shodném materidlu [27].

Alternativou k FISH mize byt vyuziti
+padlock” sondy, coz je oligonukleotid,
jehoz 3" a 5" konce jsou komplementarni
k pfilehlym oblastem na cilové DNA sek-
venci. Hybridizaci jsou oba konce ,pad-
lock” sondy pfiblizeny k sobé a DNA je
poté ligovana [28]. Takto vznikla kruzni-
cova DNA je po navazani primeru tem-
platem pro RCA. Ve srovnani s FISH je
spadlock” sonda mnohem specifi¢-
téjsi, nebot je citliva i na jednonukleo-
tidové zdmény. Signal je podobné jako
pfi PLA generovan amplifikaci otacivou
kruznici a povahou je totozny se sig-
nalem poskytovanym PLA. Tento druh
sondy je vhodny pro mRNA genotypi-
zaci a v kombinaci s PLA in situ pfedsta-
vuje nastroj pro simultdnni detekci mu-
taci, genové exprese a proteinovych
interakei [23].

Diskuze a zavér

PLA in situ pfedstavuje relativné novou
techniku rozsitujici portfolio experimen-
talnich pfistup pro vizualizaci protein(
na urovni bunék a tkani pfiblizné od po-
loviny minulé dekéady. Od té doby pro-
délala vyvoj, ktery rozsifil jeji mozné vy-
uziti. Tato metoda predstavuje efektivni
ndstroj pro analyzu funkéniho stavu pro-
teiny, jehoz hlavni vyhoda je schop-
nost amplifikace signdlu, jez umoz-
nuje detekci jednotlivych sledovanych
molekul [18].

Perspektivou PLA techniky je sou-
bézna analyza, kterd bude schopna pa-
ralelné sledovat vice cild v totozném
materidlu. Z hlediska molekularni onko-
logie se nabizi vyuziti této techniky k zis-
kani informaci o povaze a chovani na-
dorQ v konkrétnim mikroprostredi, ¢imz
mUze prispét k lepsi diagnostice a pres-
né;jsi predikci Iécebné odpovédi [18].

Vzhledem k ostatnim metoddm m0ze
PLA in situ nabidnout analyzu proteino-

vych komplexd nebo sekundarnich mo-
difikaci pro jakykoliv protein, proti kte-
rému je dostupna vhodnd protilatka.
Ve srovnani s metodami FRET/BRET ma
PLA in situ dvé vyznamné vyhody, kte-
rymi je za prvé moznost studovat endo-
genni proteiny v pfirozeném prostiedi
bez vedlejsich vlivli zplsobenych nad-
mérnou nebo ektopickou expresi. Dalsi
vyhoda je charakter signélu, pfi kterém
PLA generuje diky RCA mnohonasobné
amplifikovany signdl, jenz je jasné rozlisi-
telny od nespecifické fluorescence [18].

Ve farmakologii ma PLA in situ vyu-
Ziti pfi screeningu a validaci latek s po-
tencidlné lécivymi ucinky v geneticky
nemodifikovanych bunécnych liniich.
Multiplexni PLA in situ v tomto pfipadé
poskytuje pohled, jak latka — potencidlni
[écivo - ovliviiuje mnozZstvi bunécnych
signalnich drah a jejich vzajemné inter-
akce.Ve srovnanis jinymimetodamizalo-
Zenymi na méreni celkové fluorescen¢ni
intenzity je PLA in situ zvyhodnéna mé-
fenim jednotlivych produktt amplifi-
kace poskytujicich jasny signal mnohem
méné zatizeny autofluorescenci nebo
slabnutim signalu. Navic je tato metoda
citlivéjsi pfi sledovani méné abundant-
nich protein(, nebot i jednotlivy signal
poskytnuty jedinou cilovou molekulou
je metodou PLA in situ zna¢né amplifiko-
vany, a tudiz detekovatelny [29].

Kromé studia komplex( a proteino-
vych modifikaci mdze byt PLA teore-
ticky vyuzita jako ,molekuldrni pravitko”,
které na zdkladé variability v délce oligo-
nukleotidu nebo charakteru protilatky
umozniuje méfit vzdalenosti mezi sledo-
vanymi epitopy [18].

Mezi potencidlni nedostatky této me-
tody patfi predevsim nemoznost vyuziti
PLA in vivo, coz znemoziuje studovat
dynamiku a kinetiku proteinovych inter-
akci. Déle tato metoda neni vyuzitelnd
pro de novo identifikaci novych inter-
akenich partnerd, ale pouze ovéfuje in-
terakce znamych interak¢nich partnerd.
Diskutabilni je také spolehlivost signalt
vzniklych PLA in situ. Pfestoze jednim
z cila PLA techniky je ovéfeni proteino-
vych interakci, signadl mize byt poten-
cidlné generovan i parem proteind, které
se nachazeji ve velmi tésné blizkosti, ale
bez vzdjemnych interakci. Experimenty
vyuzivajici malé molekuly prerusujici
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protein-proteinové vazby vsak proka-
zaly specificnost PLA in situ detekovat
skute¢né interakce [18].

Zéavérem lze konstatovat, Ze PLA in situ
ma znacné moznosti vyuziti v zakladnim
i aplikovaném vyzkumu, pfi vyvoji no-
vych terapeutik a v klinické diagnostice,
protoze umoziuje komplexné porozu-
mét bunécnym procestim na Urovni pro-
teind, jejich lokalizace, modifikaci, vza-
jemnych protein-proteinovych interakci
nebo interakci s jinymi makromoleku-
lami, jako jsou RNA a DNA.
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