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Detekce proteinů, proteinových interakcí 

a modifi kací s využitím „proximity ligation 

assay“ in situ

In Situ Proximity Ligation Assay for Detection of Proteins, 
Th eir Interactions and Modifi cations

Brychtová V., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Pro správné pochopení fyziologických procesů v  buňce a  případně jejich odchylek jsou 
molekulárně-bio logické analýzy nezbytným nástrojem využívaným v bio medicínském výzkumu 
a také v klinické dia gnostice. Existuje množství technik, které umožňují určit lokalizaci studova-
ných proteinů a jejich interakční aktivitu. Tyto přístupy využívají především interakce specifi cky 
se vážících molekul s cílovými proteiny (protilátky) nebo synteticky připravené rekombinantní 
proteiny (GFP fúzní protein; metody fl uorescenčního/ bio luminiscenčního rezonančního přenosu 
energie). „Proximity ligation assay“ (PLA) in situ představuje novou techniku zobrazující proteiny 
na úrovni jednotlivých buněk a tkání s využitím reportérové molekuly DNA a DNA modifi kujících 
procesů. Tato metoda umožňuje přímou vizualizaci proteinů, jejich hladiny, modifi kace a inter-
akce v jednotlivých fi xovaných buňkách a tkáních. Sondy jsou tvořeny specifi ckými protilátkami 
s navázaným oligonukleotidem, který slouží jako reportérová molekula. Pokud dojde k navá-
zání sond v těsné blízkosti, následuje vznik kružnicové DNA, jež slouží jako templát pro ampli-
fi kaci otáčivou kružnicí. Amplifi kační reakce umožňuje vizualizaci sledované interakce. Ve srov-
nání s dostupnými molekulárně-bio logickými metodami vycházejícími z genového inženýrství, 
PLA in situ umožňuje studovat endogenní proteiny v jejich přirozených podmínkách, a může být 
tudíž použita pro studium klinického materiálu. PLA in situ je využitelná v jakékoliv výzkumné 
oblasti zaměřené na studium proteinových interakcí, jako je studium buněčných signálních drah, 
identifi kace cílů farmakologicky účinných látek či v onkologické dia gnostice.
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Summary
To understand cellular processes and events responsible for their perturbations, proteomic analy-
ses are needed in bio medical research and clinical dia gnostics. Several techniques based on speci-
fi cally binding reagents (antibodies) or recombinant proteins (GFP fusion protein, methods of fl uo-
rescence/ bio luminescence resonance energy transfer) are generally used to study protein location 
and activity resulting from secondary modifi cations 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 amplifi cation processes. This method enables direct visualization of single molecules, their levels, 
modifi cations and pattern of interactions in individual fi xed cells and tissues. Proximity probes consist 
of specifi c 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 amplifi cation allowing 
the interaction to be visualized. Compared to available proteomic techniques benefi ting 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 fi eld where protein interaction measurements are important, such as signal-
ing pathway studies, monitoring of pharmacological treatment targets and oncological dia gnostics.
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Úvod

Proteiny jsou bio makromolekuly, které 
v  buňkách zprostředkovávají velké 
množství funkcí včetně enzymatic-
kých reakcí, transportu, buněčné signa-
lizace, replikace a dalších. K zajištění fy-
ziologických podmínek potřebných pro 
správnou funkci proteinu je mimo jiné 
nezbytná jeho správná subcelulární lo-
kalizace. Ta určuje jeho aktivitu prostřed-
nictvím vazeb s  interakčními partnery 
a post-translačních modifi kací a umož-
ňuje tak proteinům zapojit se do funkč-
ních bio logických drah  [1]. Zjednodu-
šeně řečeno, pokud je správné množství 
proteinu ve správný čas na správném 
místě, dochází v  rámci buňky k  fyzio-
logickému transportu materiálu a  in-
formací. Nevhodná lokalizace proteinu 
vede k  jeho inaktivaci nebo naopak ke 
škodlivé aktivaci na nevhodném místě, 
což přispívá ke vzniku mnoha onemoc-
nění. Mezi onemocnění, jejichž etiologie 
zahrnuje aberantní lokalizace proteinů 
patří metabolické poruchy, neurodege-
nerativní, kardiovaskulární a  nádorová 
onemocnění [1].

Je známo, že k tumorigenezi přispívá 
mimo jiné z  nevhodné lokalizace ply-
noucí změna v  proteinovém interak-
tomu (soubor interagujících proteinů) 
a  změna post-translačních modifikací 
proteinů. Pro správnou funkci nádoro-
vých supresorů je podstatná jejich ja-
derná lokalizace, a proto jejich translo-
kace do cytoplazmy může představovat 
jeden z aktivačních mechanizmů, který 

vede k  nekontrolované proliferaci 
buněk  [2]. Například cytoplazmatická 
lokalizace proteinu FOXO3a předsta-
vuje horší prognózu u pacientek s karci-
nomem mléčné žlázy a naopak jaderná 
lokalizace zmiňovaného proteinu kore-
luje se zvýšenou senzitivitou k radiační 
terapii [3,4]. Podobně inhibitory buněč-
ného cyklu jako p21WAF1 a p27 se vli-
vem nevhodné lokalizace mimo jádro 
stávají tumorigenní. Cytoplazmatický 
p21WAF1  představuje marker nega-
tivní prognózy u HER2 pozitivního kar-
cinomu mléčné žlázy  [5]. Cytoplazma-
tická lokalizace p21WAF1  je markerem 
rezistence k  léčbě cisplatinou u  karci-
nomu vaječníku  [6]. Podobným příkla-
dem může být protein p27, jehož mimo-
jaderná lokalizace představuje negativní 
prognostický faktor u  mnoha nádoro-
vých onemocnění včetně karcinomu 
mléčné žlázy [7], hepatocelulárního kar-
cinomu  [8], karcinomu vaječníků  [9] 
a karcinomu tlustého střeva [10]. Vedle 
nádorových supresorů mohou být také 
ve směru do jádra translokovány mem-
bránové receptory tyrozinkináz. Napří-
klad jaderná lokalizace receptoru pro 
epidermální růstový faktor (EGFR) je aso-
ciována s rezistencí tumorů k léčbě ce-
tuximabem a cisplatinou u řady nádoro-
vých onemocnění [11,12]. 

Metody používané pro detekci kon-
krétního proteinu, jejich post-translačně 
modifi kované formy nebo proteinových 
interakcí využívají k  označení cílového 
proteinu převážně vazby se specifi ckou 

protilátkou nebo zavedení značky do cí-
lového proteinu [13]. První přístup zahr-
nuje metody, jako je westernový přenos 
spojený s  imunodetekcí, sandwichová 
ELISA (enzyme-linked immunosorbent 
assay), ko- imunoprecipitace s následnou 
identifi kací pomocí hmotnostní spektro-
metrie a imunohistochemie. Metody pří-
mého značení proteinu jsou založeny na 
principu syntézy fúzního proteinu s re-
portérovou molekulou, jako je např. GFP 
(green fluorescent protein) nebo luci-
feráza, které umožňují detekci cílového 
proteinu přímo ve vzorku. Mezi tyto me-
tody patří metody FRET (fluorescence 
resonance energy transfer), BRET (bio-
luminiscence resonance energy trans-
fer)  [14]. Tyto metody, při nichž jsou 
buňky modifi kovány genetickými kon-
strukty, jsou vynikající nástroj pro stu-
dium funkcí proteinů, avšak jsou zcela 
nepoužitelné v případě studií provádě-
ných na klinickém materiálu nebo v dia-
gnostice. „Proximity ligation assay“ (PLA) 
in situ, která je předmětem tohoto pře-
hledového článku, představuje techniku 
kombinující vazbu specifi cké protilátky 
s  reportérovým systémem a  umožňu-
jící tak přímo sledovat interakce endo-
genních proteinů na úrovni jednotlivých 
buněk a tkání.

„Proximity ligation assay“

PLA představuje metodu navrženou 
pro detekci proteinů, proteinových 
komplexů a  post-translačních modifi-
kací s  využitím specifi ckých protilátek, 
které na sobě nesou navázané krátké 
DNA vlákno s funkcí reportérové mole-
kuly [15,16]. V případě navázání dvojice 
sond na cílové epitopy, které se nachází 
v těsné blízkosti v řádu desítek nanome-
trů, mohou oligonukleotidy hybridizo-
vat s komplementárním DNA vláknem. 
Následnou ligací dochází k přemostění 
mezi oběma sondami a vzniká tak am-
plifikovatelná reportérová DNA. Ta je 
markerem vazby PLA sond v těsné blíz-
kosti a  může být kvantifi kována meto-
dou PCR. Množství signálu poskytnu-
tého DNA reportérem odráží původní 
koncentraci cílových proteinů ve sledo-
vaných vzorcích. Výhodou této metody 
je vznik reportérové molekuly pouze za 
předpokladu dvojí vazby PLA sond, čímž 
je snížen vznik nespecifi ckých signálů Obr. 1. Schematické znázornění principu PLA technik v kapalné (A) a pevné (B) fázi.
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in situ techniku lze využít pro detekci ja-
kýchkoliv molekul nebo komplexů, proti 
nimž je možné připravit specifi ckou proti-
látku. PLA sondou tak může být primární 
protilátka konjugovaná s  oligonukleo-
tidem, která přímo interaguje s cílovým 
proteinem (obr.  2A, B), nebo konjugo-
vaná sekundární protilátka (komerčně 
dostupné sondy), která interaguje s pri-
mární protilátkou již navázanou k cílové 
molekule  [18,19] (obr.  2C). Alternativně 
lze vedle klasických protilátek konjugo-
vaných s  oligonukleotidy použít i  jiné 
specifi cky se vážící molekuly, jako jsou re-
kombinantní afi nitní proteiny „DARPins“ 
(uměle připravené proteiny napodobující 
funkci protilátek) a DNA aptamery (uměle 
připravené oligonukleotidy specifi cky vá-
žící cílovou molekulu) [13,15,20– 22].

Aby bylo dosaženo signálu v  místě 
reálného výskytu sledované mole-

množství vzorků. Vysoká citlivost v řádu 
femtomolů umožňuje detekci proteinů 
i při objemu vzorku pouze 1 μl [16]. PLA 
v  pevné fázi má podobný princip jako 
klasická sandwichová ELISA, neboť k de-
tekci proteinů využívá protilátky navá-
zané na pevnou fázi (mikrotitrační des-
tička) (obr.  1B). Detekce navázaného 
proteinu probíhá pomocí dvou PLA 
sond, které vedou ke vzniku reportéro-
vého DNA vlákna. Detekce a kvantifi kace 
reportérové DNA probíhá analogicky 
jako v případě PLA v kapalné fázi. Toto 
provedení PLA je značně citlivé, protože 
pro vznik signálu vyžaduje vazbu celkem 
tří specifi ckých protilátek [17].

„Proximity ligation assay“ in situ 

PLA in situ je varianta PLA techniky, která 
umožňuje studovat endogenní proteiny 
ve tkáních a buněčných kulturách. Tuto 

a amplifi kována tak může být pouze li-
govaná DNA [13].

PLA technologie má několik modifi -
kací vycházejících z charakteru studova-
ného materiálu: PLA v kapalné fázi (solu-
tion phase PLA), PLA v pevné fázi (solid 
phase PLA) a PLA in situ.

PLA v  kapalné fázi představuje pů-
vodní variantu „proximity ligation“ tech-
niky, která pro detekci sledovaného ana-
lytu využívá identifi kaci cílové molekuly 
pomocí rozpoznání dvou nebo více epi-
topů pomocí specifických PLA sond 
(obr. 1A) [16]. V případě navázání obou 
sond v  těsné blízkosti vzniká reporté-
rová DNA, jež je amplifi kována a kvantifi -
kována metodou kvantitativní PCR nebo 
sekvencováním nové generace [17]. Tato 
metoda nevyžaduje promývací kroky 
a  je vzhledem ke své nenáročnosti na 
provedení vhodná pro analýzu velkého 

Obr. 2. Schéma detekce dimerního proteinového komplexu, post-translační modifi kace proteinu a samotného proteinu metodou 

PLA in situ s využitím amplifi kace otáčivou kružnicí (RCA) za vzniku amplifi kačního produktu. 

A. PLA sondy se váží k dvěma interagujícím proteinům s následnou hybridizací cirkularizačních oligonukleotidů a ligací. B. Identifi kace 
post-translační modifi kace proteinu pomocí specifi cké PLA sondy. C. Detekce proteinu pomocí sekundárních PLA sond. 
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vých komplexů nebo sekundárních mo-
difi kací pro jakýkoliv protein, proti kte-
rému je dostupná vhodná protilátka. 
Ve srovnání s metodami FRET/ BRET má 
PLA in situ dvě významné výhody, kte-
rými je za prvé možnost studovat endo-
genní proteiny v  přirozeném prostředí 
bez vedlejších vlivů způsobených nad-
měrnou nebo ektopickou expresí. Další 
výhoda je charakter signálu, při kterém 
PLA generuje díky RCA mnohonásobně 
amplifi kovaný signál, jenž je jasně rozliši-
telný od nespecifi cké fl uorescence [18]. 

Ve farmakologii má PLA in situ vyu-
žití při screeningu a validaci látek s po-
tenciálně léčivými účinky v  geneticky 
nemodifikovaných buněčných liniích. 
Multiplexní PLA in situ v tomto případě 
poskytuje pohled, jak látka –  potenciální 
léčivo –  ovlivňuje množství buněčných 
signálních drah a jejich vzájemné inter-
akce. Ve srovnání s jinými metodami zalo-
ženými na měření celkové fl uorescenční 
intenzity je PLA in situ zvýhodněna mě-
řením jednotlivých produktů amplifi-
kace poskytujících jasný signál mnohem 
méně zatížený autofluorescencí nebo 
slábnutím signálu. Navíc je tato metoda 
citlivější při sledování méně abundant-
ních proteinů, neboť i  jednotlivý signál 
poskytnutý jedinou cílovou molekulou 
je metodou PLA in situ značně amplifi ko-
vaný, a tudíž detekovatelný [29].

Kromě studia komplexů a  proteino-
vých modifikací může být PLA teore-
ticky využita jako „molekulární pravítko“, 
které na základě variability v délce oligo-
nukleotidu nebo charakteru protilátky 
umožňuje měřit vzdálenosti mezi sledo-
vanými epitopy [18].

Mezi potenciální nedostatky této me-
tody patří především nemožnost využití 
PLA in vivo, což znemožňuje studovat 
dynamiku a kinetiku proteinových inter-
akcí. Dále tato metoda není využitelná 
pro de novo identifikaci nových inter-
akčních partnerů, ale pouze ověřuje in-
terakce známých interakčních partnerů. 
Diskutabilní je také spolehlivost signálů 
vzniklých PLA in situ. Přestože jedním 
z cílů PLA techniky je ověření proteino-
vých interakcí, signál může být poten-
ciálně generován i párem proteinů, které 
se nacházejí ve velmi těsné blízkosti, ale 
bez vzájemných interakcí. Experimenty 
využívající malé molekuly přerušující 

kými aberacemi nebo epigenetickými 
modifi kacemi. Pro stanovení chromozo-
málních aberací na úrovni jednotlivých 
buněk bývá často využívána metoda 
fl uorescenční in situ hybridizace (FISH). 
Kombinace PLA in situ s FISH poskytuje 
informace o amplifi kačním statutu genů 
současně s hodnocením interakcí dere-
gulovaných proteinů. Genetická analýza 
je takto doplněna o proteomickou ana-
lýzu ve shodném materiálu [27].

Alternativou k FISH může být využití 
„padlock“ sondy, což je oligonukleotid, 
jehož 3‘ a 5‘ konce jsou komplementární 
k přilehlým oblastem na cílové DNA sek-
venci. Hybridizací jsou oba konce „pad-
lock“ sondy přiblíženy k sobě a DNA je 
poté ligována [28]. Takto vzniklá kružni-
cová DNA je po navázání primeru tem-
plátem pro RCA. Ve srovnání s  FISH je 
„padlock“ sonda mnohem specifič-
tější, neboť je citlivá i na jednonukleo-
tidové záměny. Signál je podobně jako 
při PLA generován amplifi kací otáčivou 
kružnicí a  povahou je totožný se sig-
nálem poskytovaným PLA. Tento druh 
sondy je vhodný pro mRNA genotypi-
zaci a v kombinaci s PLA in situ předsta-
vuje nástroj pro simultánní detekci mu-
tací, genové exprese a  proteinových 
interakcí [23]. 

Diskuze a závěr

PLA in situ představuje relativně novou 
techniku rozšiřující portfolio experimen-
tálních přístupů pro vizualizaci proteinů 
na úrovni buněk a tkání přibližně od po-
loviny minulé dekády. Od té doby pro-
dělala vývoj, který rozšířil její možné vy-
užití. Tato metoda představuje efektivní 
nástroj pro analýzu funkčního stavu pro-
teinů, jehož hlavní výhoda je schop-
nost amplifikace signálu, jež umož-
ňuje detekci jednotlivých sledovaných 
molekul [18].

Perspektivou PLA techniky je sou-
běžná analýza, která bude schopna pa-
ralelně sledovat více cílů v  totožném 
materiálu. Z hlediska molekulární onko-
logie se nabízí využití této techniky k zís-
kání informací o  povaze a  chování ná-
dorů v konkrétním mikroprostředí, čímž 
může přispět k lepší dia gnostice a přes-
nější predikci léčebné odpovědi [18].

Vzhledem k ostatním metodám může 
PLA in situ nabídnout analýzu proteino-

kuly a nedocházelo k jeho difúzi, PCR je 
v  in situ modifi kaci nahrazena DNA am-
plifi kací tak, že produkt amplifi kace zů-
stává navázaný na cílový protein (obr. 2). 
PLA in situ je navržena tak, že dvo-
jice sond slouží jako templát pro syn-
tézu kružnicové DNA. Ta je následně 
amplifikována pomocí vysoce účinné 
Phi29  DNA polymerázy mechanizmem 
označovaným jako amplifi kace otáčivou 
kružnicí (rolling circle amplification  –  
RCA). RCA je spouštěna jednou z  PLA 
sond označovanou jako „priming“. Pro-
dukt této reakce je prakticky prodlou-
žením PLA sond, a tudíž zůstává fyzicky 
spojen s  cílovými molekulami (obr.  2). 
RCA produkt má velikost několika set re-
petitivních elementů o velikosti přibližně 
100 kb a je vizualizován hybridizací s fl u-
oroforem značenými oligonukleotidy. 
Takto vzniklý signál o velikosti menší než 
1 μm lze pozorovat fl uorescenčním mik-
roskopem a je snadno odlišitelný od ne-
specifi ckého signálu [18,23].

Kromě studia proteinových komplexů 
je možné PLA in situ využít také pro stu-
dium interakcí mezi proteiny a  nukleo-
vými kyselinami. V tomto případě se vy-
užívá jednovláknová DNA sonda, která 
zároveň slouží jako templát pro ligační 
reakci. Metodicky tento postup vyžaduje, 
aby byla genomová DNA nejprve tepelně 
nebo enzymaticky denaturována na jed-
notlivé řetězce, ke kterým by mohla spe-
cifi cká sonda hybridizovat [22,24].

Technika PLA in situ není omezena 
pouze na detekci blízkosti jednoho páru 
cílových molekul. Detekce většího množ-
ství molekul vyžaduje pouze použití vět-
šího množství specifi ckých oligonukleo-
tidů. Pro vizualizaci interakce mezi třemi 
molekulami je zapotřebí tří různých PLA 
sond, přičemž vznik kružnicové reporté-
rové DNA je závislý na přítomnosti všech 
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Mezi další aplikace PLA in situ patří 
identifikace proteinových post-trans-
lačních modifi kací. Pomocí specifi ckých 
PLA sond lze sledovat fosforylační status 
proteinů [25] nebo jejich glykosylaci [26].
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s dalšími metodami
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vuje změnami v  proteinové expresi či 
funkci, které jsou způsobeny genetic-
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protein-proteinové vazby však proká-
zaly specifi čnost PLA in situ detekovat 
skutečné interakce [18].

Závěrem lze konstatovat, že PLA in situ 
má značné možnosti využití v základním 
i  aplikovaném výzkumu, při vývoji no-
vých terapeutik a v klinické dia gnostice, 
protože umožňuje komplexně porozu-
mět buněčným procesům na úrovni pro-
teinů, jejich lokalizace, modifi kací, vzá-
jemných protein-proteinových interakcí 
nebo interakcí s  jinými makromoleku-
lami, jako jsou RNA a DNA.
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