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Souhrn

K udrzovani bunécné homeostdzy je nutné, aby bunécné proteiny vytvarely slozité a dyna-
mické molekuldrni komplexy. Proto je i vysvétleni zakladnich fyziologickych procest na mole-
kuldrni drovni zaloZeno na studiu protein-proteinovych interakci. Nejdfive probiha kvalitativni
analyza proteinovych komplex(. Nasledné jsou identifikované proteinové interakce kvantifiko-
véany po biochemické strance. Detailni informace o strukturni podstaté danych protein-protei-
novych interakci pak mohou byt ziskany pomoci krystalografickych metod. Nahled do uspo-
fadani proteinovych komplext na molekularni drovni umoznuje raciondlné navrhovat nové
syntetické latky, které cilené ovliviiuji proteinové interakce a tim i nejriznéjsi fyziologické nebo
patologické procesy. Tato souhrnna préace je zaméfena na popis nejcastéji pouzivanych metod
pro kvalitativni i kvantitativni hodnoceni proteinovych interakci. Metody koimunoprecipitace
(Co-IP) a afinitni koprecipitace je mozné vyuzit jako prvotni nastroj pro identifikaci interakénich
partnerd studovaného proteinu. Detailni biochemicka analyza mezimolekuldrni interakce pak
vyzaduje definovéni kinetickych a termodynamickych parametrd. Pro studium afinity dvou
interak¢nich partnerd a kinetiky reakce je mozné pouzit metodu rezonance povrchového plaz-
monu (surface plasmon resonance - SPR), pro studium afinity a inhibi¢niho potencialu inhi-
bitord metodu fluorescen¢ni polarizace (FP) a pro detailni popis afinity a termodynamickych
parametr( interakce (AG, AH a AS) metodu izotermalni titra¢ni kalorimetrie (isothermal titration
calorimetry - ITC). Vyzkum proteinovych interakci na molekuldrni drovni je nejen vyznamny pro
zakladni vyzkum, ale pfindsii nové metodické pfistupy, které otviraji dalsi moznosti pfi raciondl-
nim navrhovani novych terapeutickych latek.
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Summary

In order to maintain cellular homeostasis, cellular proteins coexist in complex and variable molecular assemblies. Therefore, understanding of
major physiological processes at molecular level is based on analysis of protein-protein interaction networks. Firstly, composition of the molecu-
lar assembly has to be qualitatively analyzed. In the next step, quantitative biochemical properties of the identified 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
specifically influence 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 affinity co-precipitation are basic methods designed for qualitative analysis of protein binding partners. Further biochemical analysis
of the interaction requires definition of kinetic and thermodynamic parameters. Surface plasmon resonance (SPR) is used for description of
affinity and kinetic profile of the interaction, fluorescence polarization (FP) method for fast determination of inhibition potential of inhibitors and
isothermal titration calorimetry (ITC) for definition of thermodynamic parameters of the interaction (AG, AH and AS). Besides the importance of
uncovering the molecular basis of protein interactions for basic research, the same methodological approaches open new possibilities in rational

design of novel therapeutic agents.
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Uvod

Zéakladnim zprostredkovatelem bunéc-
nych mezimolekuldrnich interakci jsou
proteiny. Schopnost proteinl vazat
pevné a s vysokou specifitou ostatni mo-
lekuly jim umoziuje plnit Siroké spek-
trum funkci. Enzymy katalyzuji che-
mické reakce Ucastnici se metabolismu,
replikace, opravy a transkripce DNA.
Obdivuhodna je schopnost protono-
vych pump (H*-ATPaz) vytvaret elek-
trochemicky gradient na plazmatické
membrané translokaci protonl pres
membranu [1]. Nékteré enzymy kova-
lentné modifikuji jiné proteiny pfida-
nim nebo odebranim funkéni skupiny.
Rychlost reakce katalyzované enzymem
je obrovska - v nékterych pfipadech
dochdzi az k 10'7nasobnému urychleni
oproti nekatalyzované reakci (pro pred-
stavivost 18 milisekund trvajici reakce
katalyzovand orotat dekarboxyldzou by
trvala 78 miliond let bez pfitomnosti en-
zymu) [2]. Velké mnozstvi protein( je za-
pojeno také v procesech bunéc¢né sig-
nalizace a transdukce signélu z vnéjsiho
prostredi do nitra buriky. Transmembra-
nové proteiny slouzici jako receptory
na povrchu bunék maji schopnost se-
lektivni interakce s extraceluldrnimi sig-
nalnimi molekulami, dGsledkem ¢ehoz
dochézi ke specifické odpovédi uvnitf
bunky. Pfikladem uvedené signalizace je
pfenos nervového signalu vyvolany vaz-
bou neurotransmiter(i na membranové
receptory neurond. Pro bunééné rozpo-
znavani je dllezita vysoka specifita lek-

tin{ pfi interakci se sacharidovymi struk-
turami na povrchu bunék [3]. Také uvniti
buriky dochazi k nespoctu interakci re-
ceptorl s mensimi biomolekulami (li-
gandy). Vazbu kysliku v erytrocytech
umozniuje hemoglobin, pro adaptivni
imunitni odpovéd je dUllezita interakce
protilatek s antigenem. Dalsi velkou sku-
pinu tvofi strukturni proteiny poskytujici
burnkam strukturni oporu (cytoskeletalni
proteiny) nebo slouzici jako molekuldrni
motory (myozin, kinezin, dynein) zod-
povédné za bunécnou motilitu jedno-
bunécnych organizm, spermii a taky za
kontrakci svald.

Vyse uvedené piiklady interakci se
oznacuji jako protein-proteinové (PP)
a protein-ligandové (PL) interakce. Pocet
experimentdlnich metod pro detekci
a analyzu PP a PL interakci je v soucas-
nosti natolik vysoky, Ze jejich popis by
pfesahoval rozsah vyhrazeny pro tuto
problematiku. Cilem této prace se proto
stdva sezndmit Ctendfe s nékolika vy-
branymi biochemickymi metodami
casto pouzivanymi pro studium bio-
molekuldrnich interakci.

Koimunoprecipitace (Co-IP)

a afinitni koprecipitace
(pull-down analyzy)
Koimunoprecipitace a afinitni koprecipi-
tace patii mezi kvalitativni metody pro
studium PP interakci. Principem precipi-
tacnich metod je separace specifického
proteinu a jeho interakénich partnerd
na pevné fazi (nosici). Vybrany protein je

imobilizovan na nosici prostfednictvim
kovalentni vazby, nebo pomoci specific-
kych intermolekularnich interakci (pro-
tein G - protilatka, glutation - gluta-
tion-S-transferaza, streptavidin — biotin,
atd.). Zakladni podminkou pro studium
protein-proteinovych interakci v kom-
plexnich smésich (bunéénych lyzétech)
je zachovani nativni konformace a solu-
bility studovaného proteinu. Z tohoto
ddvodu je u precipita¢nich metod kla-
den duraz na spravnou volbu lyza¢niho
pufru, jehoZ sloZzeni musi splfiovat poza-
davky na zachovani specifickych inter-
akci a eliminaci nespecificky interaguji-
cich molekul. Pro spravny vybér iontu je
mozné pouzit tzv. Hofmeisterovu fadu,
ze které je mozné vycist efekt rdznych
iontd na stabilitu, agregaci a denaturaci
protein( [4].

K imunoprecipitaci studovaného pro-
teinu a jeho interak¢nich partnerd jsou
vyuzivany protilatky imobilizované na
pevny nosi¢ (napf. agar6zovou mat-
rici) prostfednictvim proteinti A nebo
G, které vazi Fc fragment protilatky
(obr. 1A). K odstranéni nespecificky va-
zanych a nenavazanych proteind je pro-
vedeno nékolik promyvacich krokd.
Separované imunokomplexy jsou z no-
sice nasledné uvolnény specifickou
eluci, snizenim pH nebo denaturac¢nim
¢inidlem (chaotropni latky), aby mohly
byt nasledné analyzovany. Elektroforéza
a westernovy prenos spojeny s imuno-
detekci je nej¢astéji pouzivanou meto-
dou k detekci a kvantifikaci znamych in-
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Obr. 1. Princip koimunoprecipitace (A) a afinitni koprecipitace (B).

)

A. Protein X spolu s jeho interakénimi partnery (proteiny Ya a Yb) je navazan na specifickou protilatku (Ab). Vznikly imu-
nokomplex je ze smési vychytdn pomoci agarézovych kuli¢ek s imobilizovanym proteinem A, ktery rozeznavd Fc frag-
ment protilatek. B. Komplex tii protein (X, Ya, Yb) je vychytdn ze smési pomoci silné interakce proteinu GST (fuzovaného

s proteinem X) a glutationu (GSH) imobilizovaného na agarézovych kuli¢kach.

Tab. 1. Riizné systémy afinitnich znacek a jejich interak¢nich partner( vyuzivané pro purifikaci protein nebo studium protein-\
-proteinovych interakci (afinitni koprecipitaci).
afinitni znacka sekvence afinitni znacky imobilizovany interak¢ni partner
Peptidové FLAG DYKDDDDK protildtka anti-FLAG
znacky HA YPYDVPDYA protilatka anti-HA
oligoHis (6-10mer) HHHHHH(HHHH) cheldt niklu nebo kobaltu
Myc EQKLISEEDL protilatka anti-Myc
SBP MDEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLR ST
ARLEHHPQGQREP
Avi GLNDIFEAQKIEWHE streptavidin
Strep WSHPQFEK streptavidin
V5 GKPIPNPLLGLDST protilatka anti-V5
Proteinové GST (glutathione S-transferase) glutathion
znacky MBP (manose-binding protein) amyléza
\_ %

teragujicich proteind. Pro hledéni dosud
neznamych interak¢nich partner( Ize vy-
uzit metody hmotnostni spektrometrie.

Afinitni koprecipitace se od koimu-
noprecipitace lisi pouze ve zpUsobu za-
chytu proteinovych komplexd na pev-
ném povrchu (napf. agarézové matrici).
Namisto systému protein A/G - proti-
latka je analyzovany protein vazan na
povrch matrice prostfednictvim inter-
akce kratké fuzované sekvence, tzv. afi-
nitni znacky, se specifickym ligandem
imobilizovanym na povrchu matrice

(obr. 1B). Rlzné typy afinitnich znacek
a jejich interakénich partnerd jsou shr-
nuty v tab. 1. Na rozdil od koimunopreci-
pitace, kde jsme schopni analyzovat stu-
dovany protein in vivo v jeho pfirozené
endogenni koncentraci a stavu, metoda
afinitni koprecipitace vyzaduje pro stu-
dium PP interakci klonovani a pfenos ci-
zorodé rekombinantni molekuly DNA do
bunék za ucelem exprese proteinu fuzo-
vaného s afinitni znackou. Vyhodou me-
tody afinitni koprecipitace je ale moz-
nost identifikovat i interakcni partnery

rdznych nizkomolekuldrnich ligandd
(napf. kofaktor() po jejich kovalentni
modifikaci afinitni znackou.

Cilem pfi charakterizaci PP a PL inter-
akci je nejenom kvalitativni hledani in-
terakénich partnerd, ale i porozuméni
strukturni podstaté interakce a kvantita-
tivni definovani jejich kinetickych a ter-
modynamickych parametrl. Pro stu-
dium afinity dvou interakénich partnert
a kinetiky reakce je mozné pouzit me-
todu rezonance povrchového plazmonu
(surface plasmon resonance - SPR), pro
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Obr. 2. Princip metody rezonance povrchového plazmonu (A) a graficky vystup SPR experimentu, sensorgram (B).

A.Jeden zinterak¢nich partner( je imobilizovan na povrchu Cipu a v roztoku proudicim kolem imobilizované molekuly je pfitomen druhy
interakéni partner. Zména indexu lomu na povrchu cipu zplsobena jejich vzajemnou interakci je zaznamenana jako posun SPR uhlu.
B. Vystup SPR experimentu zobrazuje vazbu interak¢nich partnerd na povrchu Cipu. V prvnim kroku (asociace) dochdzi k vazbé interak¢-
niho partnera pfitomného v roztoku na partnera imobilizovaného na povrchu cipu az do stavu saturace. Naslednd disociace je zpUso-
bena pouzitim reakéniho pufru. Dochazi k ustaleni dynamické rovnovéhy interakce zavislé na afinité interakénich partnerd. Uzitim rege-
nera¢niho pufru ve tietim kroku je Cip regenerovan a pfipraven k dalSimu pouziti. Pfevzato ze seminare BlAcore® [10].

studium afinity a inhibi¢niho potencialu
inhibitord metodu fluorescencni pola-
rizace (FP) a pro detailni popis afinity
a termodynamickych parametrd inter-
akce (AG, AH a AS) metodu izotermalni
titra¢ni kalorimetrie (isothermal titration
calorimetry - ITC).

Rezonance povrchového
plazmonu (SPR)

Metoda rezonance povrchového plaz-
monu (surface plasmon resonance -
SPR) je zaloZena na optickém jevu rezo-
nance povrchového plazmonu (obr. 2A),
coz je oscilace hustoty néboje na roz-
hrani kovu a dielektrika [5]. Fotony po-
larizovaného svétla mohou interagovat
s volnymi elektrony kovové vrstvy, které
se nasledné méni na viny povrchového
plazmonu. Toto pohlceni zafeni vede
k redukci intenzity odrazeného svétla.
Uhel, p¥i kterém dochézi k maximalni
redukci intenzity odrazeného svétla,
se oznacuje jako rezonan¢ni nebo SPR
Uhel. Rezonan¢ni Uhel zavisi na indexu
lomu prostfedi na povrchu cipu.

P¥i vlastnim experimentu je jeden z in-
terak¢nich partnerd imobilizovan na po-
vrchu ¢ipu [6]. V roztoku proudicim kon-
stantni rychlosti kolem imobilizované

molekuly je pfitomen druhy interakéni
partner. Zména indexu lomu na povr-
chu ¢ipu zplsobena interakci téchto
dvou interak¢nich partnerd je zazname-
nana jako posun rezonancniho uhlu vy-
jadreny v tzv. rezonancnich jednotkach
(resonance units — RU). Kontinualni za-
znam zmény RU jako funkce casu se na-
zyva sensorgram a na jeho pribéhu Ize
akce (obr. 2B). Z prabéhu asocia¢ni faze
Ize vypocitat rychlostni konstantu aso-
ciace k, naopak z pribéhu faze diso-
cia¢ni rychlostni konstantu disociace
k. Pomér k /k pak definuje rovnovaz-
nou disocia¢ni konstantu K. Metodou
SPR je proto mozné méfit afinitu [7]
i kinetiku interakce [8] v redlném case.
Ve specidlnich pfipadech byla tato
metoda dokonce vyuzita i pro mé-
feni termodynamickych parametrd
interakce [9].

Fluorescencni polarizace (FP)

Predpokladem pro méreni parametr( in-
terakce pomoci FP je oznacgeni jednoho
z interak¢nich partnerl fluorescencni
znackou (fluoroforem). Molekula fluoro-
foru je ozérena linedrné polarizovanym
svétlem (obr. 3A), ¢imz dojde k jeji exci-

taci a nasledné emisi z&¢asti depolarizo-
vaného svétla [11]. Depolarizace svétla
je zpusobena enormni rotaci fluoro-
foru v ¢ase mezi excitaci a emisi. Obecné
plati, Ze stupen polarizace fluorescence
je nepfimo Uumérny rotaci fluoroforu
v roztoku [12]. Pfi interakci dvou inter-
ak¢nich partnerq, ze kterych je jeden
oznacen fluoroforem, dochézi v du-
sledku vétsi velikosti komplexu (V) ke
zpomaleni rotace fluoroforu a nasledné
ke zvy3eni hodnoty polarizace emitova-
ného svétla podle vztahu:

. nv
hodnota polarizace «« —,
RT

kde n je viskozita, V je velikost kom-
plexu s navdzanym fluoroforem, R je uni-
verzalni plynova konstanta a T je abso-
lutni teplota. Kvantitativné je hodnota
polarizace emitovaného svétla ziskana
mérenim intenzity emitovaného svétla
ve dvou na sebe kolmych rovinach a vy-
pocitana podle nasledujici rovnice:

-1

hodnota polarizace (P) = —=,
[+1,

kde I je intenzita emitovaného svétla
v roviné rovnobézné s rovinou excitac-
niho svétla a/ je intenzita emitovaného
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Obr. 3. Princip metody fluorescencni polarizace (A), méfeni interakce proteinu s ligandem (B) a inhibice interakce proteinu s ligan-
dem (C) metodou FP.

A. Fluoroforem znaceny ligand (L) je ozafen linearné polarizovanym svétlem. V dlsledku jeho vysoké rotace dochazi k emisi depolarizo-
vaného svétla a k naméreni nizké hodnoty fluorescen¢ni polarizace. Interakce ligandu s vétsi molekulou (proteinem) zplsobi zpomaleni
jeho rotace a emisi polarizovaného svétla. Prevzato z [13]. B. Titrace fluoroforem znac¢eného ligandu o konstantni koncentraci vzristajici
koncentraci proteinu. C. Méfeni IC_ inhibitoru protein-ligandové interakce. Smés proteinu a fluoroforem znaceného ligandu byla titro-

véna vzrustajici koncentraci inhibitoru.

svétla v roviné kolmé na rovinu excita¢-
niho svétla.

V praxi je mozné metodu FP vyuZit pro
méreni afinity dvou interakénich part-
nerd [14], nebo také inhibi¢niho poten-
cidlu rznych inhibitord [15,16]. Na rozdil
od metody SPR umozniuje FP méfit inter-
akci bez nutnosti imobilizace, proto zis-
kana hodnota K je vypocitana ze skutec-
nych koncentraci interak¢nich partner(
v roztoku. Na druhé strané méreni FP vy-
Zaduje znaceni interakéniho partnera
molekulou fluoroforu, kterd mdze ovliv-
nit hodnotu K interakce. Méfeni FP vétsi-
nou probihd na 96- nebo 384-jamkovych
deskach. Pfi méreni disociacni konstanty

K, je interakéni partner znaceny fluorofo-
rem titrovan vzrUstajici koncentraci dru-
hého interakéniho partnera. Z vysledné
kfivky se odecita hodnota K, ktera od-
povida hodnoté koncentrace neznace-
ného interakéniho partnera v inflexnim
bodu titra¢ni kfivky (obr. 3B). Po defino-
vani disocia¢ni konstanty interakce dvou
interakcnich partner(i je mozné studo-
vat také zapojeni tfetiho interakéniho
partnera (napf. inhibitoru), ktery kompe-
tuje (soupefi) o vazbu a vytésiuje jed-
noho z interakénich partner(. V praxi
se pak fluoroforem znaceny ligand smi-
cha s proteinem o konstantni koncen-
traci a titruje se vzrastajici koncentraci

inhibitoru. Z hodnoty koncentrace in-
hibitoru v inflexnim bodu titracni kfivky
Ize odecist hodnotu IC,, kterd odpo-
vida koncentraci inhibitoru schopné in-
hibovat 50 % vazby daného ligandu na
protein (obr. 3C). Hodnota IC,, zavisi na
koncentraci proteinu a fluoroforem zna-
¢eného ligandu pouzitého pro méfeni
FP a taky na K, jejich interakce [17]. Proto
neni mozné porovnat hodnoty IC, pro
stejny inhibitor ziskané pfi jinych experi-
mentalnich podminkach. Hodnota IC, se
tedy prevadi na hodnotu inhibi¢ni kon-
stanty Ki, kterou lze jednoznacné de-
finovat inhibi¢ni potencidl inhibitoru
nezdvisle na podminkdch méreni FP.
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Obr. 4. Schematické znazornéni pfistroje MicroCal® (A).

Teplo uvolnéné pfi interakci dvou interakcnich partner(l je zaznamendno jako funkce casu (B) a po integraci jako zavislost entalpie na
moldrnim poméru interakcnich partnerd (C). Z vysledniho grafu je mozné pfimo definovat hodnoty zmény entalpie, asociacni konstantu
i stechiometrii interakce. Pfevzato z manudlu GE Healthcare [23].

Propocet IC,, na K, Fedi rizné formy
Cheng-Prusoffove rovnice [18,19]. V sou-
Casné dobé je mozné pro propocet pou-
Zit nékterou z aplikaci volné dostupnych
na internetu [20].

Izotermalni titracni

kalorimetrie (ITC)

Izotermalni titrac¢ni kalorimetrie (iso-
thermal titration calorimetry — ITC) patfi
mezi metody pro méreni termodyna-
mickych parametrQ interakce dvou in-
terak¢nich partner(i. Tato metoda vy-
chdzi z pozorovani, Ze pfi interakci dvou
latek dochdzi k absorpci nebo k uvolnéni
tepla [21]. Méfenim tohoto tepla je pak
mozné presné urcit vazebnou konstantu
(K,), stechiometrii interakce (n), entalpii
(AH) a entropicky pfispévek (-TAS) a de-

finovat tak kompletni termodynamicky
profil interakce bez nutnosti znaceni.

Kalorimetry pouzivané pro analyzu
biomolekul obsahuji dvé identické cely,
vjedné probiha interakce (vzorkova cela)
a druha slouzi jako referencni cela [22].
Obé cely jsou umistény v adiabatickém
plasti a temperovany na stejnou teplotu
(obr. 4A). Zkoumana molekula je pomoci
injektoru postupné davkovéna do cely
se vzorkem za sou¢asného méreni tepel-
ného rozdilu oproti referencni cele.

V pfipadé, Ze pozorovana reakce je
exotermicka (teplo se uvolnuje), bude
potiebné dodat vzorkové cele méné
tepla k udrzeni tepelné rovnovéhy s re-
ferencni celou. Tato zména tepla je mé-
fena a zaznamendéna v grafu jako funkce
casu (obr. 4B) a po integraci jako zavis-

lost entalpie na moldrnim poméru mezi
interak¢nimi partnery (obr. 4C). Z grafu
na obr. 4C je mozné pfimo urcit hod-
notu asociacni konstanty (K)), entalpie
(AH) a stechiometrii interakce (n). Pokud
béhem interakce nedochazi k jinym en-
talpickym zméndm, Ize celkovou zménu
volné energie interakce (AG) a entro-
picky pfispévek interakce (-TAS) vyjadrit
pomoci nasledujiciho vztahu:

AG=AH-TAS=-RTInK,,

kde Tje absolutni teplota a R je univer-
zalni plynova konstanta.

Zaveér
Problematika protein-proteinovych
a protein-ligandovych interakci se v po-

S80

Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S75-581




METODY PRO STUDIUM PROTEIN-PROTEINOVYCH A PROTEIN-LIGANDOVYCH INTERAKCI

sledni dobé tési stale vétsimu zajmu
védeckych skupin z nejrliznéjsich vé-
deckych obori od informatiky az po far-
makologii. K dikladnému porozuméni
fungovani organizmu jako celku i bunék
samotnych je totiz popis mezimoleku-
larnich interakci naprosto kli¢ovy. V sou-
casnosti predstavuji nizkomolekularni
inhibitory PP a PL interakci nej¢asté;si
strategii v boji proti nejriznéjsim cho-
robam. Tato prace byla proto vénovana
metodam, kterymi je mozno problema-
tiku PP a PL interakci studovat. K hledani
interakénich partner( je mozné pouzit
metody koimunoprecipitace nebo afi-
nitni koprecipitace, ke studiu kinetiky
interakce metodu SPR, ke studiu inhi-
bi¢niho potencialu inhibitord metodu
FP a k popisu termodynamickych para-
metrd metodu ITC. Dal$im krokem stu-
dia PP a PL interakci je pfimy nahled
do atomarni struktury (napf. metodami
rentgenové difrakce nebo NMR spektro-
skopie). Poznani atomarni podstaty in-
terakce ndm ddva moznost porozumét
této interakci na urovni fyzikalnich sil,
které jsou za interakci odpovédné a pre-
nést tak studium interakci z Urovné ex-
perimentélni do Grovné teoretické. Toho
se pak vyuzivd pfi sestavovani algo-
ritmd pro simulacni programy v oboru
pocitacového modelovani, které za-
ziva v poslednich letech nevidany roz-
voj. Virtudlni screening knihovny néko-
lika milionG nizkomolekuldrnich latek je

¢asto prvnim krokem pfi hledani moz-
nych inhibitord potencialniho terapeu-
tického cile (¢asto proteinu). Experi-
mentélni a teoretické pristupy ke studiu
mezimolekularnich interakci jdou v sou-
Casnosti ruku v ruce a spole¢né napoma-
haji k porozuméni fungovani organizmu
i bunky jako takové.
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