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Souhrn
K udržování buněčné homeostázy je nutné, aby buněčné proteiny vytvářely složité a dyna-
mické molekulární komplexy. Proto je i vysvětlení základních fyziologických procesů na mole-
kulární úrovni založeno na studiu protein-proteinových interakcí. Nejdříve probíhá kvalitativní 
analýza proteinových komplexů. Následně jsou identifi kované proteinové interakce kvantifi ko-
vány po bio chemické stránce. Detailní informace o strukturní podstatě daných protein-protei-
nových interakcí pak mohou být získány pomocí krystalografi ckých metod. Náhled do uspo-
řádání proteinových komplexů na molekulární úrovni umožňuje racionálně navrhovat nové 
syntetické látky, které cíleně ovlivňují proteinové interakce a tím i nejrůznější fyziologické nebo 
patologické procesy. Tato souhrnná práce je zaměřena na popis nejčastěji používaných metod 
pro kvalitativní i kvantitativní hodnocení proteinových interakcí. Metody koimunoprecipitace 
(Co- IP) a afi nitní koprecipitace je možné využít jako prvotní nástroj pro identifi kaci interakčních 
partnerů studovaného proteinu. Detailní bio chemická analýza mezimolekulární interakce pak 
vyžaduje defi nování kinetických a termodynamických parametrů. Pro studium afi nity dvou 
interakčních partnerů a kinetiky reakce je možné použít metodu rezonance povrchového plaz-
monu (surface plasmon resonance –  SPR), pro studium afi nity a inhibičního potenciálu inhi-
bitorů metodu fl uo rescenční polarizace (FP) a pro detailní popis afi nity a termodynamických 
parametrů interakce (ΔG, ΔH a ΔS) metodu izotermální titrační kalorimetrie (isothermal titration 
calorimetry –  ITC). Výzkum proteinových interakcí na molekulární úrovni je nejen významný pro 
základní výzkum, ale přináší i nové metodické přístupy, které otvírají další možnosti při racionál-
ním navrhování nových terapeutických látek.
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Úvod

Základním zprostředkovatelem buněč-
ných mezimolekulárních interakcí jsou 
proteiny. Schopnost proteinů vázat 
pevně a s vysokou specifi tou ostatní mo-
lekuly jim umožňuje plnit široké spek-
trum funkcí. Enzymy katalyzují che-
mické reakce účastnící se metabolismu, 
replikace, opravy a  transkripce DNA. 
Obdivuhodná je schopnost protono-
vých pump (H+- ATPáz) vytvářet elek-
trochemický gradient na plazmatické 
membráně translokací protonů přes 
membránu  [1]. Ně kte ré enzymy kova-
lentně modifikují jiné proteiny přidá-
ním nebo odebráním funkční skupiny. 
Rychlost reakce katalyzované enzymem 
je obrovská  –  v  ně kte rých případech 
dochází až k 1017násobnému urychlení 
oproti nekatalyzované reakci (pro před-
stavivost 18  milisekund trvající reakce 
katalyzovaná orotát dekarboxylázou by 
trvala 78 milionů let bez přítomnosti en-
zymu) [2]. Velké množství proteinů je za-
pojeno také v  procesech buněčné sig-
nalizace a transdukce signálu z vnějšího 
prostředí do nitra buňky. Transmembrá-
nové proteiny sloužící jako receptory 
na povrchu buněk mají schopnost se-
lektivní interakce s extracelulárními sig-
nálními molekulami, důsledkem čehož 
dochází ke specifi cké odpovědi uvnitř 
buňky. Příkladem uvedené signalizace je 
přenos nervového signálu vyvolaný vaz-
bou neurotransmiterů na membránové 
receptory neuronů. Pro buněčné rozpo-
znávání je důležitá vysoká specifi ta lek-

tinů při interakci se sacharidovými struk-
turami na povrchu buněk [3]. Také uvnitř 
buňky dochází k nespočtu interakcí re-
ceptorů s  menšími bio molekulami (li-
gandy). Vazbu kyslíku v  erytrocytech 
umožňuje hemoglobin, pro adaptivní 
imunitní odpověď je důležitá interakce 
protilátek s antigenem. Další velkou sku-
pinu tvoří strukturní proteiny poskytující 
buňkám strukturní oporu (cytoskeletální 
proteiny) nebo sloužící jako molekulární 
motory (myozin, kinezin, dynein) zod-
povědné za buněčnou motilitu jedno-
buněčných organizmů, spermií a taky za 
kontrakci svalů.

Výše uvedené příklady interakcí se 
označují jako protein-proteinové (PP) 
a protein-ligandové (PL) interakce. Počet 
experimentálních metod pro detekci 
a analýzu PP a PL interakcí je v součas-
nosti natolik vysoký, že jejich popis by 
přesahoval rozsah vyhrazený pro tuto 
problematiku. Cílem této práce se proto 
stává seznámit čtenáře s  několika vy-
branými bio chemickými metodami 
často používanými pro studium bio-
molekulárních interakcí.

Koimunoprecipitace (Co- IP) 

a afi nitní koprecipitace 

(pull- down analýzy)

Koimunoprecipitace a afi nitní koprecipi-
tace patří mezi kvalitativní metody pro 
studium PP interakcí. Principem precipi-
tačních metod je separace specifi ckého 
proteinu a  jeho interakčních partnerů 
na pevné fázi (nosiči). Vybraný protein je 

imobilizován na nosiči prostřednictvím 
kovalentní vazby, nebo pomocí specifi c-
kých intermolekulárních interakcí (pro-
tein G  –  protilátka, glutation  –  gluta-
tion- S- transferáza, streptavidin –  bio tin, 
atd.). Základní podmínkou pro studium 
protein-proteinových interakcí v  kom-
plexních směsích (buněčných lyzátech) 
je zachování nativní konformace a solu-
bility studovaného proteinu. Z  tohoto 
důvodu je u  precipitačních metod kla-
den důraz na správnou volbu lyzačního 
pufru, jehož složení musí splňovat poža-
davky na zachování specifi ckých inter-
akcí a eliminaci nespecifi cky interagují-
cích molekul. Pro správný výběr iontů je 
možné použít tzv. Hofmeisterovu řadu, 
ze které je možné vyčíst efekt různých 
iontů na stabilitu, agregaci a denaturaci 
proteinů [4].

K imunoprecipitaci studovaného pro-
teinu a jeho interakčních partnerů jsou 
využívány protilátky imobilizované na 
pevný nosič (např. agarózovou mat-
rici) prostřednictvím proteinů A  nebo 
G, které váží Fc fragment protilátky 
(obr. 1A). K odstranění nespecifi cky vá-
zaných a nenavázaných proteinů je pro-
vedeno několik promývacích kroků. 
Separované imunokomplexy jsou z no-
siče následně uvolněny specifickou 
elucí, snížením pH nebo denaturačním 
činidlem (chaotropní látky), aby mohly 
být následně analyzovány. Elektroforéza 
a westernový přenos spojený s  imuno-
detekcí je nejčastěji používanou meto-
dou k detekci a kvantifi kaci známých in-
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lar assembly has to be qualitatively analyzed. In the next step, quantitative bio chemical properties of the identifi ed protein-protein interactions 
are determined. Detailed information about the protein-protein interaction interface can be obtained by crystallographic methods. Accordingly, 
the insight into the molecular architecture of these protein-protein complexes allows us to rationally design new synthetic compounds that 
specifi cally infl uence various physiological or pathological processes by targeted modulation of protein interactions. This review is focused on 
description of the most used methods applied in both qualitative and quantitative analysis of protein-protein interactions. Co- immunoprecipi-
tation and affi  nity co- precipitation are basic methods designed for qualitative analysis of protein binding partners. Further bio chemical analysis 
of the interaction requires defi nition of kinetic and thermodynamic parameters. Surface plasmon resonance (SPR) is used for description of 
affi  nity and kinetic profi le of the interaction, fl uorescence polarization (FP) method for fast determination of inhibition potential of inhibitors and 
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různých nízkomolekulárních ligandů 
(např. kofaktorů) po jejich kovalentní 
modifi kaci afi nitní značkou.

Cílem při charakterizaci PP a PL inter-
akcí je nejenom kvalitativní hledání in-
terakčních partnerů, ale i  porozumění 
strukturní podstatě interakce a kvantita-
tivní defi nování jejich kinetických a ter-
modynamických parametrů. Pro stu-
dium afi nity dvou interakčních partnerů 
a  kinetiky reakce je možné použít me-
todu rezonance povrchového plazmonu 
(surface plasmon resonance –  SPR), pro 

(obr.  1B). Různé typy afi nitních značek 
a  jejich interakčních partnerů jsou shr-
nuty v tab. 1. Na rozdíl od koimunopreci-
pitace, kde jsme schopni analyzovat stu-
dovaný protein in vivo v jeho přirozené 
endogenní koncentraci a stavu, metoda 
afi nitní koprecipitace vyžaduje pro stu-
dium PP interakcí klonování a přenos ci-
zorodé rekombinantní molekuly DNA do 
buněk za účelem exprese proteinu fúzo-
vaného s afi nitní značkou. Výhodou me-
tody afi nitní koprecipitace je ale mož-
nost identifi kovat i  interakční partnery 

teragujících proteinů. Pro hledání dosud 
neznámých interakčních partnerů lze vy-
užít metody hmotnostní spektrometrie.

Afinitní koprecipitace se od koimu-
noprecipitace liší pouze ve způsobu zá-
chytu proteinových komplexů na pev-
ném povrchu (např. agarózové matrici). 
Namísto systému protein A/ G  –  proti-
látka je analyzovaný protein vázán na 
povrch matrice prostřednictvím inter-
akce krátké fúzované sekvence, tzv. afi -
nitní značky, se specifi ckým ligandem 
imobilizovaným na povrchu matrice 

Obr. 1. Princip koimunoprecipitace (A) a afi nitní koprecipitace (B).

A. Protein X spolu s jeho interakčními partnery (proteiny Ya a Yb) je navázán na specifickou protilátku (Ab). Vzniklý imu-
nokomplex je ze směsi vychytán pomocí agarózových kuliček s imobilizovaným proteinem A, který rozeznává Fc frag-
ment protilátek. B. Komplex tří proteinů (X, Ya, Yb) je vychytán ze směsi pomocí silné interakce proteinu GST (fúzovaného 
s proteinem X) a glutationu (GSH) imobilizovaného na agarózových kuličkách.

Tab. 1. Různé systémy afi nitních značek a jejich interakčních partnerů využívané pro purifi kaci proteinů nebo studium protein-

-proteinových interakcí (afi nitní koprecipitaci).

afi nitní značka sekvence afi nitní značky imobilizovaný interakční partner

Peptidové 

značky

FLAG DYKDDDDK protilátka anti-FLAG

HA YPYDVPDYA protilátka anti-HA

oligoHis (6-10mer) HHHHHH(HHHH) chelát niklu nebo kobaltu

Myc EQKLISEEDL protilátka anti-Myc 

SBP MDEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLR
ARLEHHPQGQREP streptavidin

Avi GLNDIFEAQKIEWHE streptavidin

Strep WSHPQFEK streptavidin

V5 GKPIPNPLLGLDST protilátka anti-V5

Proteinové 

značky

GST (glutathione S-transferase) glutathion

MBP (manose-binding protein) amylóza
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taci a následné emisi zčásti depolarizo-
vaného světla  [11]. Depolarizace světla 
je způsobena enormní rotací fluoro-
foru v čase mezi excitací a emisí. Obecně 
platí, že stupeň polarizace fl uorescence 
je nepřímo úměrný rotaci fluoroforu 
v  roztoku  [12]. Při interakci dvou inter-
akčních partnerů, ze kterých je jeden 
označen fluoroforem, dochází v  dů-
sledku větší velikosti komplexu (V) ke 
zpomalení rotace fl uoroforu a následně 
ke zvýšení hodnoty polarizace emitova-
ného světla podle vztahu: 

                                           η V
hodnota polarizace  —— ,
                                               R T

kde η je viskozita, V  je velikost kom-
plexu s navázaným fl uoroforem, R je uni-
verzální plynová konstanta a T je abso-
lutní teplota. Kvantitativně je hodnota 
polarizace emitovaného světla získaná 
měřením intenzity emitovaného světla 
ve dvou na sebe kolmých rovinách a vy-
počítaná podle následující rovnice: 

                                              I – Ihodnota polarizace (P) =——— ,
                                                  I + I

kde I je intenzita emitovaného světla 
v rovině rovnoběžné s rovinou excitač-
ního světla a I je intenzita emitovaného 

molekuly je přítomen druhý interakční 
partner. Změna indexu lomu na povr-
chu čipu způsobená interakcí těchto 
dvou interakčních partnerů je zazname-
nána jako posun rezonančního úhlu vy-
jádřený v tzv. rezonančních jednotkách 
(resonance units –  RU). Kontinuální zá-
znam změny RU jako funkce času se na-
zývá sensorgram a na jeho průběhu lze 
sledovat asociační a disociační fázi inter-
akce (obr. 2B). Z průběhu asociační fáze 
lze vypočítat rychlostní konstantu aso-
ciace ka, naopak z  průběhu fáze diso-
ciační rychlostní konstantu disociace 
kd. Poměr kd/ka pak defi nuje rovnováž-
nou disociační konstantu KD. Metodou 
SPR je proto možné měřit afinitu  [7] 
i kinetiku interakce  [8] v  reálném čase. 
Ve speciálních případech byla tato 
metoda dokonce využita i  pro mě-
ření termodynamických parametrů 
interakce [9].

Fluorescenční polarizace (FP)

Předpokladem pro měření parametrů in-
terakce pomocí FP je označení jednoho 
z  interakčních partnerů fluorescenční 
značkou (fl uoroforem). Molekula fl uoro-
foru je ozářena lineárně polarizovaným 
světlem (obr. 3A), čímž dojde k její exci-

studium afi nity a inhibičního potenciálu 
inhibitorů metodu fl uorescenční pola-
rizace (FP) a  pro detailní popis afi nity 
a  termodynamických parametrů inter-
akce (ΔG, ΔH a ΔS) metodu izotermální 
titrační kalorimetrie (isothermal titration 
calorimetry –  ITC). 

Rezonance povrchového 

plazmonu (SPR)

Metoda rezonance povrchového plaz-
monu (surface plasmon resonance – 
SPR) je založena na optickém jevu rezo-
nance povrchového plazmonu (obr. 2A), 
což je oscilace hustoty náboje na roz-
hraní kovu a dielektrika [5]. Fotony po-
larizovaného světla mohou interagovat 
s volnými elektrony kovové vrstvy, které 
se následně mění na vlny povrchového 
plazmonu. Toto pohlcení záření vede 
k  redukci intenzity odraženého světla. 
Úhel, při kterém dochází k  maximální 
redukci intenzity odraženého světla, 
se označuje jako rezonanční nebo SPR 
úhel. Rezonanční úhel závisí na indexu 
lomu prostředí na povrchu čipu.

Při vlastním experimentu je jeden z in-
terakčních partnerů imobilizován na po-
vrchu čipu [6]. V roztoku proudícím kon-
stantní rychlostí kolem imobilizované 

Obr. 2. Princip metody rezonance povrchového plazmonu (A) a grafi cký výstup SPR experimentu, sensorgram (B). 

A. Jeden z interakčních partnerů je imobilizován na povrchu čipu a v roztoku proudícím kolem imobilizované molekuly je přítomen druhý 
interakční partner. Změna indexu lomu na povrchu čipu způsobená jejich vzájemnou interakcí je zaznamenána jako posun SPR úhlu. 
B. Výstup SPR experimentu zobrazuje vazbu interakčních partnerů na povrchu čipu. V prvním kroku (asociace) dochází k vazbě interakč-
ního partnera přítomného v roztoku na partnera imobilizovaného na povrchu čipu až do stavu saturace. Následná disociace je způso-
bená použitím reakčního pufru. Dochází k ustálení dynamické rovnováhy interakce závislé na afi nitě interakčních partnerů. Užitím rege-
neračního pufru ve třetím kroku je čip regenerován a připraven k dalšímu použití. Převzato ze semináře BIAcore® [10].
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inhibitoru. Z  hodnoty koncentrace in-
hibitoru v infl exním bodu titrační křivky 
lze odečíst hodnotu IC50, která odpo-
vídá koncentraci inhibitoru schopné in-
hibovat 50 % vazby daného ligandu na 
protein (obr. 3C). Hodnota IC50 závisí na 
koncentraci proteinu a fl uoroforem zna-
čeného ligandu použitého pro měření 
FP a taky na KD jejich interakce [17]. Proto 
není možné porovnat hodnoty IC50  pro 
stejný inhibitor získané při jiných experi-
mentálních podmínkách. Hodnota IC50 se 
tedy převádí na hodnotu inhibiční kon-
stanty Ki, kterou lze jednoznačně de-
finovat inhibiční potenciál inhibitoru 
nezávisle na podmínkách měření FP.

KD je interakční partner značený fl uorofo-
rem titrován vzrůstající koncentrací dru-
hého interakčního partnera. Z výsledné 
křivky se odečítá hodnota KD, která od-
povídá hodnotě koncentrace neznače-
ného interakčního partnera v  infl exním 
bodu titrační křivky (obr. 3B). Po defi no-
vání disociační konstanty interakce dvou 
interakčních partnerů je možné studo-
vat také zapojení třetího interakčního 
partnera (např. inhibitoru), který kompe-
tuje (soupeří) o  vazbu a  vytěsňuje jed-
noho z  interakčních partnerů. V  praxi 
se pak fl uo roforem značený ligand smí-
chá s  proteinem o  konstantní koncen-
traci a  titruje se vzrůstající koncentrací 

světla v rovině kolmé na rovinu excitač-
ního světla.

V praxi je možné metodu FP využít pro 
měření afinity dvou interakčních part-
nerů [14], nebo také inhibičního poten-
ciálu různých inhibitorů [15,16]. Na rozdíl 
od metody SPR umožňuje FP měřit inter-
akci bez nutnosti imobilizace, proto zís-
kaná hodnota KD je vypočítaná ze skuteč-
ných koncentrací interakčních partnerů 
v roztoku. Na druhé straně měření FP vy-
žaduje značení interakčního partnera 
molekulou fl uoroforu, která může ovliv-
nit hodnotu KD interakce. Měření FP větši-
nou probíhá na 96-  nebo 384- jamkových 
deskách. Při měření disociační konstanty 

Obr. 3. Princip metody fl uorescenční polarizace (A), měření interakce proteinu s ligandem (B) a inhibice interakce proteinu s ligan-

dem (C) metodou FP. 

A. Fluoroforem značený ligand (L) je ozářen lineárně polarizovaným světlem. V důsledku jeho vysoké rotace dochází k emisi depolarizo-
vaného světla a k naměření nízké hodnoty fl uorescenční polarizace. Interakce ligandu s větší molekulou (proteinem) způsobí zpomalení 
jeho rotace a emisi polarizovaného světla. Převzato z [13]. B. Titrace fl uoroforem značeného ligandu o konstantní koncentraci vzrůstající 
koncentrací proteinu. C. Měření IC50 inhibitoru protein-ligandové interakce. Směs proteinu a fl uoroforem značeného ligandu byla titro-
vána vzrůstající koncentrací inhibitoru. 
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lost entalpie na molárním poměru mezi 
interakčními partnery (obr. 4C). Z grafu 
na obr.  4C je možné přímo určit hod-
notu asociační konstanty (KA), entalpie 
(ΔH) a stechiometrii interakce (n). Pokud 
během interakce nedochází k jiným en-
talpickým změnám, lze celkovou změnu 
volné energie interakce (ΔG) a  entro-
pický příspěvek interakce (– TΔS) vyjádřit 
pomocí následujícího vztahu:

ΔG = ΔH –  TΔS = –  RT lnKA ,

kde T je absolutní teplota a R je univer-
zální plynová konstanta.

Závěr

Problematika protein-proteinových 
a protein-ligandových interakcí se v po-

fi novat tak kompletní termodynamický 
profi l interakce bez nutnosti značení. 

Kalorimetry používané pro analýzu 
bio molekul obsahují dvě identické cely, 
v jedné probíhá interakce (vzorková cela) 
a druhá slouží jako referenční cela [22]. 
Obě cely jsou umístěny v adiabatickém 
plášti a temperovány na stejnou teplotu 
(obr. 4A). Zkoumaná molekula je pomocí 
injektoru postupně dávkována do cely 
se vzorkem za současného měření tepel-
ného rozdílu oproti referenční cele. 

V případě, že pozorovaná reakce je 
exotermická (teplo se uvolňuje), bude 
potřebné dodat vzorkové cele méně 
tepla k udržení tepelné rovnováhy s re-
ferenční celou. Tato změna tepla je mě-
řena a zaznamenána v grafu jako funkce 
času (obr. 4B) a po integraci jako závis-

Propočet IC50  na Ki řeší různé formy 
Cheng- Prusoff ove rovnice [18,19]. V sou-
časné době je možné pro propočet pou-
žít ně kte rou z aplikací volně dostupných 
na internetu [20].

Izotermální titrační 

kalorimetrie (ITC)

Izotermální titrační kalorimetrie (iso-
thermal titration calorimetry – ITC) patří 
mezi metody pro měření termodyna-
mických parametrů interakce dvou in-
terakčních partnerů. Tato metoda vy-
chází z pozorování, že při interakci dvou 
látek dochází k absorpci nebo k uvolnění 
tepla [21]. Měřením tohoto tepla je pak 
možné přesně určit vazebnou konstantu 
(KD), stechiometrii interakce (n), entalpii 
(ΔH) a entropický příspěvek (– TΔS) a de-

Obr. 4. Schematické znázornění přístroje MicroCal® (A).

Teplo uvolněné při interakci dvou interakčních partnerů je zaznamenáno jako funkce času (B) a po integraci jako závislost entalpie na 
molárním poměru interakčních partnerů (C). Z výsledního grafu je možné přímo defi novat hodnoty změny entalpie, asociační konstantu 
i stechiometrii interakce. Převzato z manuálu GE Healthcare [23].
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často prvním krokem při hledání mož-
ných inhibitorů potenciálního terapeu-
tického cíle (často proteinu). Experi-
mentální a teoretické přístupy ke studiu 
mezimolekulárních interakcí jdou v sou-
časnosti ruku v ruce a společně napomá-
hají k porozumění fungování organizmu 
i buňky jako takové. 
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slední době těší stále většímu zájmu 
vědeckých skupin z  nejrůznějších vě-
deckých oborů od informatiky až po far-
makologii. K  důkladnému porozumění 
fungování organizmu jako celku i buněk 
samotných je totiž popis mezimoleku-
lárních interakcí naprosto klíčový. V sou-
časnosti představují nízkomolekulární 
inhibitory PP a  PL interakcí nejčastější 
strategii v  boji proti nejrůznějším cho-
robám. Tato práce byla proto věnována 
metodám, kterými je možno problema-
tiku PP a PL interakcí studovat. K hledání 
interakčních partnerů je možné použít 
metody koimunoprecipitace nebo afi -
nitní koprecipitace, ke studiu kinetiky 
interakce metodu SPR, ke studiu inhi-
bičního potenciálu inhibitorů metodu 
FP a k popisu termodynamických para-
metrů metodu ITC. Dalším krokem stu-
dia PP a  PL interakcí je přímý náhled 
do atomární struktury (např. metodami 
rentgenové difrakce nebo NMR spektro-
skopie). Poznání atomární podstaty in-
terakce nám dává možnost porozumět 
této interakci na úrovni fyzikálních sil, 
které jsou za interakci odpovědné a pře-
nést tak studium interakcí z úrovně ex-
perimentální do úrovně teoretické. Toho 
se pak využívá při sestavování algo-
ritmů pro simulační programy v oboru 
počítačového modelování, které za-
žívá v  posledních letech nevídaný roz-
voj. Virtuální screening knihovny něko-
lika miliónů nízkomolekulárních látek je 


