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Souhrn
Studium protein-proteinových interakcí in vivo se v současné době dostává do popředí zájmu –  
umožňuje prokázat nebo upřesnit již známé protein-proteinové interakce a odhalit jejich in-
hibitory, zachytit konformační změny proteinů, objasnit nebo upřesnit signální kaskády v živé 
buňce s  minimálním ovlivněním jejího buněčného prostředí. Jedním z  možných přístupů 
umožňujících tuto charakteristiku jsou metody využívající rezonančního přenosu energie –  
fl uorescenční (FRET) a jeho pozdější modifi kace bio luminiscenční (BRET). Tyto metody jsou 
založeny na zviditelnění proteinových interakcí pomocí excitace fl uorescenčních proteinů, ať 
už světelně nebo enzymaticky. Tyto přístupy umožňují nejen lokalizovat proteiny v buňce nebo 
jejich organelách (případně i v malých živočiších), ale i kvantifi kovat intenzitu fl uorescenčního 
nebo luminiscenčního signálu a odhalit pevnost vazby mezi interakčními partnery. V tomto pří-
spěvku je objasněn princip metod FRET a BRET, jejich konkrétní aplikace při studiu protein-pro-
teinových interakcí a  jsou popsány dosavadní poznatky získané s  využitím těchto metod 
a upřesňující ně kte ré molekulární a buněčné mechanizmy a signalizace související s nádorovou 
bio logií.
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Summary
Nowadays, in vivo protein-protein interaction studies have become preferable detecting meth-
ods that enable to show or specify (already known) protein interactions and discover their 
inhibitors. They also facilitate detection of protein conformational changes and discovery or 
specifi cation of signaling pathways in living cells. One group of in vivo methods enabling these 
fi ndings is based on fl uorescent resonance energy transfer (FRET) and its bio luminescent mo-
difi cation (BRET). They are based on visualization of protein-protein interactions via light or 
enzymatic excitation of fl uorescent or bio luminescent proteins. These methods allow not only 
protein localization within the cell or its organelles (or small animals) but they also allow us to 
quantify fl uorescent signals and to discover weak or strong interaction partners. In this review, 
we explain the principles of FRET and BRET, their applications in the characterization of pro-
tein-protein interactions and we describe several fi ndings using these two methods that clarify 
molecular and cellular mechanisms and signals related to cancer bio logy.
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Úvod

Od objevení primární struktury zeleného 
fluorescenčního proteinu (green fluo-
rescent protein  –  GFP) v  roce 1992  [1] 
se v posledních 20 letech fl uorescenční 
proteiny a jejich různorodé aplikace stá-
vají nepostradatelnými při zkoumání 
a popisování molekulárních buněčných 
dějů, buněčné fyziologie, buněčných in-
terakcí a  signalizací v  živých buňkách 
a v malých organizmech. Významný po-
tenciál fl uorescenčních proteinů ve srov-
nání s  fluorescenčními značkami tkví 
v jejich snadné manipulovatelnosti me-
todami genového inženýrství, která 
umožňuje jejich snadnou a stabilní ex-
presi v buňkách a organizmech (příprava 
stabilních buněčných linií i transgenních 
organizmů)  [2,3]. Fluorescenční pro-
teiny je možné konjugovat nebo fúzo-
vat s nejrůznějšími bio molekulami a  je 
tak možné studovat různé typy vazeb –  
od protein-proteinových interakcí (an-
tigen- protilátka, ligand- receptor), přes 
DNA nebo RNA hybridizaci až po vazby 
proteinu s DNA anebo RNA [4]. Právě ex-

prese fl uorescenčních proteinů samot-
nou buňkou umožňuje sledovat jed-
notlivé interakce v intaktním buněčném 
prostředí a reálně tak hodnotit celkový 
vliv chemických sloučenin (např. léčiv) 
na živou buňku či organizmus. V součas-
nosti je tento „in vivo“ trend stále častěji 
využíván farmaceutickými firmami při 
charakterizaci nových sloučenin s  po-
tenciálním terapeutickým účinkem.

Fluorescenční (Försterův) 

rezonanční přenos energie

Základní a  poprvé popsanou metodou 
využívající fluorescenční proteiny v  ži-
vých buňkách je fluorescenční (Förs-
terův) rezonanční přenos energie 
(fluorescence resonance energy trans-
fer –  FRET) (obr. 1A). Metoda je založena 
na přenosu energie mezi dvěma souse-
dícími fl uorescenčními molekulami (fl uo-
rofory)  –  z  donoru na akceptor. Fluo-
rofory se liší rozmezím vlnových délek 
svých emisních a  excitačních spekter. 
Po excitaci donorové molekuly (exter-
ním zdrojem monochromatického světla 

o příslušné vlnové délce) dochází k emisi 
světla o vlnové délce charakteristické pro 
daný fl uorofor. Takto uvolněná energie 
ve formě světla je zachycena akceptoro-
vou molekulou a dochází tak k její exci-
taci a následně i k emisi světla o vlnové 
délce charakteristické pro akceptorovou 
molekulu. Světlo emitované akceptorem 
je fi nálně zachyceno a  jeho intenzita je 
měřena detektorem, případně jej lze po-
zorovat mikroskopicky za využití přísluš-
ného světelného fi ltru [5].

Pro přenos energie mezi dvěma fl uo-
rofory je vždy nezbytné dodržet dvě 
základní podmínky – donor a  akcep-
tor musí být v  dostatečné vzdálenosti 
(1– 10  nm) a  musí docházet k  částeč-
nému překryvu emisního (donorového) 
a  excitačního (akceptorového) spektra 
(nejméně z 30 %) [6]. Vzájemná využitel-
nost a  kombinovatelnost jednotlivých 
fl uoroforů je tedy vzhledem k jejich roz-
dílným emisním a excitačním spektrům 
omezená. Nejčastěji využívané donorové 
a  akceptorové dvojice fl uorescenčních 
molekul jsou: 1. modrý fluorescenční 

Obr. 1. Znázornění mechanizmu rezonančního přenosu energie (proteinů v interakci a bez interakce). 
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c- Raf do plazmatické membrány a ved-
lejší aktivaci c- Raf po stimulaci EGF nebo 
zvyšující se fosforylaci CrkII (člen rodiny 
Crk) po stimulaci EGF [5]. S využitím bio-
senzorů byla rovněž potvrzena interakce 
estrogenového receptoru α a transkrip-
čního faktoru Sp1 v živých buňkách. In-
terakce ERα/ Sp1 byla prokázána při regu-
laci řady genů asociovaných s buněčnou 
proliferací a buněčným cyklem [8].

První klinicky využitelný geneticky 
kódovaný bio senzor byl vyvinut a vyu-
žit pro detekci kinázové aktivity Bcr- Abl 
a s ní související citlivostí k  terapeutic-
kým inhibitorům u pacientů s chronic-
kou myeloidní leukemií. Aktivita Bcr- Abl 
byla sledována na základě zviditelnění 
fosforylace CrkL (nejcharakterističtěj-
šího substrátu Bcr- Abl) přímo v izolova-
ných BMC a  PBMC buňkách z  krve pa-
cientů s CML. Tyto navržené bio senzory 
jsou schopné rozlišit již malé populace 
buněk rezistentních k terapeutickým in-
hibitorům, a predikovat tak citlivost pa-
cientů k terapii [9].

Nevýhodou FRET je znesnadnění in-
terpretace výsledků vlivem vzájemné 
excitace akceptorových fl uoroforů a sa-
motným monochromatickým světlem 
excitujícím donorový fl uorofor. Dále do-
chází k  rychlému slábnutí signálu do-

Nejsou však vhodné pro rutinní využití, 
protože měření a kvantifi kace FRET- sig-
nálu vyžaduje citlivou a rychlou detekci 
fluorescenčního signálu, který rychle 
ztrácí svou intenzitu. Nadto dochází ke 
vzájemné excitaci akceptorových mo-
lekul fl uoroforu, a tím vytváření falešně 
pozitivního signálu [6].

Druhým typem bio senzorů jsou in-
tramolekulární bio senzory tvořené jed-
nou molekulou sestávající z akceptoro-
vého a donorového fl uoroforu navzájem 
propojených linkerem a  konjugova-
ných s příslušnou vazebnou nebo sen-
zorovou doménou (obr. 2B). Využití to-
hoto typu slouží ke snazší kvantifi kaci 
v živých systémech než v případě inter-
molekulárních bio senzorů. Na druhou 
stranu je obtížnější a zdlouhavější jejich 
navržení, příprava a následná evaluace 
systému [5].

Doposud bylo vyvinuto množství in-
tramolekulárních bio senzorů sledují-
cích koncentraci iontů v  buňce, sacha-
ridy, fosfolipidy, aktivitu proteinkináz 
nebo GTPas a další. Byly také navrženy 
a  vytvořeny bio senzory sledující akti-
vitu onkoproteinů, např. zvýšenou ak-
tivitu Ras v  lamelipodiích po stimulaci 
epidermálním růstovým faktorem (epi-
dermal growth factor –  EGF), začlenění 

protein (cyan fl uorescent protein –  CFP) 
a  žlutý fluorescenční protein (yellow 
fl uo rescent protein –  YFP), 2. FITC a rho-
damin, 3. CFP a  červený fl uorescenční 
protein DsRed, 4. modrý fl uorescenční 
protein (blue fl uorescent protein –  BFP) 
a  GFP, 5. Alexa488  a  Cyanin 3  (Cy3), 
6. GFP (nebo YFP) a DsRed, 7. Cy3 a Cy-
anin 5 (Cy5), 8. Alexa488 a Alexa555 [4].

Metodami genového inženýrství je 
možné jednotlivé fl uorofory konjugovat 
s cílovými proteiny (případně s konkrét-
ními vazebnými doménami) a navrhnout 
i vytvořit tzv. bio senzory umožňující stu-
dovat jednotlivé interakce a  vazebné 
schopnosti těchto proteinů. Rozlišují se 
bio senzory dvojího typu: 1. intermole-
kulární (bimolekulární) a 2. intramoleku-
lární (unimolekulární) [7].

Intermolekulární bio senzory jsou tvo-
řeny dvěma molekulami  –  donorovou 
a  akceptorovou molekulou, které jsou 
spojeny s vazebnou (donorovou) nebo 
senzorovou (akceptorovou) doménou 
(případně proteiny) (obr. 2A). Jsou využí-
vány především při studiu a detekci pro-
tein-proteinových interakcí v buňkách. 
Jejich výhodou je snadná příprava po-
mocí dvou plazmidů exprimujících pro-
teiny fúzované s fl uorofory, jejichž inten-
zita signálu je zachytitelná detektorem. 

Obr. 2. Dva typy biosenzorů: intermolekulární (A) a itramolekulární (B) a schéma jejich přenosu energie.
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hoda BRET3  je nižší buněčná autofl uo-
rescence a trvalejší světelná emise svět-
luščí luciferázy ve srovnání s Rluc. To je 
ovšem limitováno extrémně nízkými 
emisními signály a podstatným překry-
tím donorového a akceptorového emis-
ního maxima.

Nejnověji popsaná a  v  praxi vyzkou-
šená modifi kace je tzv. QD- BRET [19,20], 
využívající jako akceptorovou mole-
kulu tzv. quantum dots. Quantum dots 
jsou polovodičové nanokrystaly exci-
tovatelné v  příslušných vlnových dél-
kách. Vlnová délka jimi emitovaného 
světla pak závisí na jejich průměru a jsou 
tak schopny pokrýt emisní spektrum 
od modré až po infračervenou oblast. 
Nevýhoda této varianty je ovšem veli-
kost nanokrystalů (1,5– 6 nm) a  fakt, že 
k  fúzi sledované molekuly (proteinu) 
s nanokrystaly nemůže dojít geneticky –  
nanokrystaly nejsou geneticky kódo-
vané, a tak nemohou být produkovány 
v  živých buňkách. Lze je ovšem využít 
pro značení cílových molekul při in vitro 
dia gnostice. Velká výhoda této metody 
je bezesporu jasná separace donorových 
a akceptorových emisních spekter [12].

V dnešní době je BRET považována za 
jednu z  nejuniverzálnějších metod pro 
studium protein-proteinových interakcí 
v  živých buňkách. Abnormální funkce 
(hyperaktivace nebo inhibice) proteinů 
je často pozorována u různých závažných 
onemocnění (např. nádorová nebo neu-
rodegenerativní onemocnění). Řada stu-
dií tuto metodu využívá: 1. pro screening 
nových receptorových ligandů a  jejich 
vliv na aktivitu receptoru; 2. pro sledování 
aktivity enzymů –  proteázové, kinázové; 

k emisi světla akceptorem. Tak je možné 
detekovat interakce mezi různými nebo 
i stejnými proteiny či strukturní a konfor-
mační změny proteinu [12].

Metoda BRET byla poprvé popsána 
v  roce 1999  [15] a od té doby bylo vy-
vinuto několik jejích variant využívají-
cích různé substráty a  kombinace do-
noru a akceptoru. Jednotlivé modifi kace 
jsou označovány jako BRET1, BRET2, 
BRET3 (v pořadí podle popisu a charak-
terizace) a nejnovější QD- BRET (tab. 1).

Původní popsaná varianta je označo-
vána jako BRET1 [15]. Donorovou mole-
kulou je luciferáza Rluc (pocházející ze 
žahavce renila fi alová), substrátem pak 
coelenterazine h (CLZ- h) a  jako akcep-
torová molekula je YFP nebo jeho va-
rianty (topaz, citrine, venus, YPet)  [12]. 
Později byla metoda pozměněna do po-
doby BRET2 [2], u které se místo CLZ- h 
využívá jeho analog CLZ- 400a nebo 
DeepBlueC a  v  ně kte rých případech 
se používá mutovaná varianta Rluc  –  
Rluc8. Jako akceptor jsou využívány va-
rianty GFP (GFP2 nebo GFP10). Výhoda 
BRET2 oproti BRET1 je větší vzdálenost 
emisních rozmezí donorové a akcepto-
rové molekuly, ovšem DeepBlueC jako 
substrát má asi 100– 300krát sníženou 
excitační schopnost (což je možné čás-
tečně nahradit mutantem Rluc8, který 
má přibližně 30krát zvýšenou emisní 
aktivitu).

Další varianta BRET je BRET3 využíva-
jící substrát D- luciferin (D- Luc). Dono-
rovou molekulou je světluščí luciferáza 
(luc) nebo Rluc8  a  akceptorovými mo-
lekulami pak DsRed, Cy3, Cy3.5  nebo 
mOrange  [16– 18]. Předpokládaná vý-

noru a k buněčné auto fl uorescenci způ-
sobené přítomností buněčných organel 
(mitochondrií a lysozomů) [4,10– 12]. 

Bioluminiscenční rezonanční 

přenos energie

Bioluminiscenční rezonanční přenos 
energie (bio luminescence resonance 
energy transfer  –  BRET) je modifikací 
metody FRET (obr.  1B). BRET je oproti 
předchozí metodě zahájen enzymatic-
kou reakcí katalyzovanou donorovou 
molekulou. To vede k až 10násobnému 
snížení nežádoucího měřeného signálu 
pozadí a tím umožňuje detekci až 40krát 
menšího množství proteinu při dosa-
žení stejné intenzity signálu  [13]. Jako 
donorová molekula není využíván fl uo-
rofor, a není tedy potřeba k aktivaci pře-
nosu externí zdroj monochromatického 
světla. U BRET je donorovou molekulou 
enzym, který konvertuje specifi cký sub-
strát a přitom uvolňuje světelnou ener-
gii, excitující vhodnou akceptorovou 
fluo rescenční molekulu. Ta následně, 
stejně jako u FRET, emituje světlo o pa-
třičné vlnové délce a to je fi nálně zachy-
ceno detektorem [14].

Podmínky pro přenos energie jsou 
podobné jako u FRET –  molekuly musí 
být v dostatečné vzdálenosti (méně než 
10 nm) a emisní spektrum donoru a ex-
citační spektrum akceptoru se musí pře-
krývat. Pokud k interakci mezi sledova-
nými (fúzovanými proteiny s  donorem 
a  akceptorem) molekulami nedochází, 
je zachycováno pouze světlo vznikající 
při transformaci substrátu. Interagují-li 
fúzované proteiny, dojde k  přenosu 
energie z donoru na akceptor a následně 

Tab. 1. Přehled různých variant BRET a jejich nejčastějších donorových a akceptorových fl uoroforů [2,16−20].

Metoda Donor Substrát Donor

λ
emise 

[nm]

Akceptor Akceptor 

λ
excitace/emise 

[nm]

BRET1 Rluc CLZ-h 480 YFP 514/530

BRET2 Rluc
Rluc8

CLZ-400a
DeepBlueC

480
395 GFP 400/510

BRET3 luc 
Rluc8

D-Luc
CLZ

565
480

DsRed
Cy3, Cy3.5
mOrange

558/583
550/570
548/564

QD-BRET Rluc
Rluc8 CLZ 480 Qdot 605/655
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3. pro sledování a identifi kace protein-pro-
teinových interakcí a  jejich inhibitorů 
nebo 4. pro popsání signálních buněč-
ných drah  [12,21– 23]. Slouží tak přede-
vším k identifi kaci bio aktivních sloučenin 
ovlivňujících buněčné vlastnosti. 

Závěr

Metoda FRET a její modifi kace BRET jsou 
v současné době intenzivně se rozvíje-
jící metody a spolu s technickým pokro-
kem v oblastech mikroskopického zob-
razování a vysoce citlivé i přesné detekce 
světelného záření o  různých vlnových 
délkách umožňují sledovat protein-pro-
teinové interakce a konformační změny 
proteinů v živých buňkách nebo malých 
organizmech prostorově a  v  reálném 
čase s minimálním zásahem do buněč-
ného prostředí [3]. Vzhledem k nutnosti 
genového inženýrství při přípravě jed-
notlivých FRET-  nebo BRET- bio senzorů 
a  při přípravě FRET-  nebo BRET- fl uoro-
forů fúzovaných se sledovanými pro-
teiny je využití těchto metod v klinické 
praxi prozatím obtížné, i když první kli-
nická aplikace již byla publikována  [9]. 
Nicméně tyto přístupy studia proteino-
vých interakcí in vivo začínají být hojněji 
využívány při sledování, testování a ově-
řování vlivu různých doposud necharak-
terizovaných chemických látek a  slou-
čenin a jejich inhibitorů na buňku nebo 
živý organizmus (myši). Stejně tak začí-
nají být tyto metody uplatňovány při sle-
dování účinku potenciálních léčiv vy-
užitelných nejen ve farmaceutickém 
průmyslu [24].


