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Souhrn

Studium protein-proteinovych interakci in vivo se v sou¢asné dobé dostava do popredi zajmu —
umoznuje prokazat nebo upfesnit jiz znamé protein-proteinové interakce a odhalit jejich in-
hibitory, zachytit konformacni zmény proteind, objasnit nebo upfesnit signalni kaskady v zivé
bunice s minimalnim ovlivnénim jejiho buné¢ného prostiedi. Jednim z moznych pfistupl
umoznujicich tuto charakteristiku jsou metody vyuzivajici rezonan¢niho pfenosu energie —
fluorescencni (FRET) a jeho pozdéjsi modifikace bioluminiscencni (BRET). Tyto metody jsou
zalozeny na zviditelnéni proteinovych interakci pomoci excitace fluorescencnich proteind, at
uz svételné nebo enzymaticky. Tyto pfistupy umoziuji nejen lokalizovat proteiny v burice nebo
jejich organelach (ptipadné i v malych zivocisich), ale i kvantifikovat intenzitu fluorescen¢niho
nebo luminiscen¢niho signalu a odhalit pevnost vazby mezi interakénimi partnery. V tomto pfi-
spévku je objasnén princip metod FRET a BRET, jejich konkrétni aplikace pti studiu protein-pro-
teinovych interakci a jsou popsany dosavadni poznatky ziskané s vyuzitim téchto metod
a upfesnujici nékteré molekularni a buné¢né mechanizmy a signalizace souvisejici s nadorovou
biologii.

Klicova slova
FRET - BRET - zobrazovaci metody — protein-proteinové interakce in vivo

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
specification of signaling pathways in living cells. One group of in vivo methods enabling these
findings is based on fluorescent resonance energy transfer (FRET) and its bioluminescent mo-
dification (BRET). They are based on visualization of protein-protein interactions via light or
enzymatic excitation of fluorescent or bioluminescent proteins. These methods allow not only
protein localization within the cell or its organelles (or small animals) but they also allow us to
quantify fluorescent 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 findings using these two methods that clarify
molecular and cellular mechanisms and signals related to cancer biology.
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Uvod

Od objeveni primarni struktury zeleného
fluorescenc¢niho proteinu (green fluo-
rescent protein — GFP) v roce 1992 [1]
se v poslednich 20 letech fluorescen¢ni
proteiny a jejich riznorodé aplikace sta-
vaji nepostradatelnymi pfi zkoumani
a popisovani molekuldrnich bunécnych
déjl, bunécné fyziologie, bunécnych in-
terakci a signalizaci v Zivych burnkach
a v malych organizmech. Vyznamny po-
tencial fluorescencnich proteind ve srov-
nani s fluorescen¢nimi znackami tkvi
v jejich snadné manipulovatelnosti me-
todami genového inZenyrstvi, ktera
umoznuje jejich snadnou a stabilni ex-
presi v bunkach a organizmech (pfiprava
stabilnich bunéénych linii i transgennich
organizma) [2,3]. Fluorescencni pro-
teiny je mozné konjugovat nebo fuzo-
vat s nejrGznéjsimi biomolekulami a je
tak mozné studovat rizné typy vazeb —
od protein-proteinovych interakci (an-
tigen-protilatka, ligand-receptor), pres
DNA nebo RNA hybridizaci az po vazby
proteinu s DNA anebo RNA [4]. Pravé ex-

prese fluorescencnich proteini samot-
nou burikkou umozniuje sledovat jed-
notlivé interakce v intaktnim bunééném
prostredi a redlné tak hodnotit celkovy
vliv chemickych sloucenin (napt. [éciv)
na zivou bunku ¢i organizmus. V soucas-
nosti je tento ,in vivo” trend stale Castéji
vyuzivan farmaceutickymi firmami pfi
charakterizaci novych sloucenin s po-
tencialnim terapeutickym tGc¢inkem.

Fluorescenc¢ni (Forstertiv)
rezonancni pfenos energie
Zéakladni a poprvé popsanou metodou
vyuzivajici fluorescencni proteiny v Zi-
vych burikéch je fluorescencni (Fors-
terllv) rezonancni pFenos energie
(fluorescence resonance energy trans-
fer — FRET) (obr. 1A). Metoda je zalozena
na prfenosu energie mezi dvéma souse-
dicimi fluorescen¢nimi molekulami (fluo-
rofory) - z donoru na akceptor. Fluo-
rofory se lisi rozmezim vinovych délek
svych emisnich a excita¢nich spekter.
Po excitaci donorové molekuly (exter-
nim zdrojem monochromatického svétla

o prislusné vinové délce) dochazi k emisi
svétla o vinové délce charakteristické pro
dany fluorofor. Takto uvolnéna energie
ve formé svétla je zachycena akceptoro-
vou molekulou a dochazi tak k jeji exci-
taci a nasledné i k emisi svétla o vinové
délce charakteristické pro akceptorovou
molekulu. Svétlo emitované akceptorem
je findlné zachyceno a jeho intenzita je
mérena detektorem, ptipadné jej Ize po-
zorovat mikroskopicky za vyuziti pfislus-
ného svételného filtru [5].

Pro pfenos energie mezi dvéma fluo-
rofory je vzdy nezbytné dodrzet dvé
zdkladni podminky - donor a akcep-
tor musi byt v dostate¢né vzdalenosti
(1-10 nm) a musi dochazet k castec-
nému pfekryvu emisniho (donorového)
a excita¢niho (akceptorového) spektra
(nejméné z 30 %) [6]. Vzajemna vyuZitel-
nost a kombinovatelnost jednotlivych
fluorofort je tedy vzhledem k jejich roz-
dilnym emisnim a excita¢nim spektrim
omezena. Nejcastéji vyuzivané donorové
a akceptorové dvojice fluorescencnich
molekul jsou: 1. modry fluorescen¢ni
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Obr. 1. Znazornéni mechanizmu rezonancniho prenosu energie (proteini v interakci a bez interakce).
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Obr. 2. Dva typy biosenzort: intermolekularni (A) a itramolekularni (B) a schéma jejich pfenosu energie.

protein (cyan fluorescent protein — CFP)
a zluty fluorescen¢ni protein (yellow
fluorescent protein - YFP), 2. FITC a rho-
damin, 3. CFP a cerveny fluorescen¢ni
protein DsRed, 4. modry fluorescen¢ni
protein (blue fluorescent 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 inzenyrstvi je
mozné jednotlivé fluorofory konjugovat
s cilovymi proteiny (pfipadné s konkrét-
nimi vazebnymi doménami) a navrhnout
i vytvofit tzv. biosenzory umoznujici stu-
dovat jednotlivé interakce a vazebné
schopnosti téchto proteind. Rozlisuji se
biosenzory dvojiho typu: 1. intermole-
kuldrni (bimolekularni) a 2. intramoleku-
larni (unimolekuldrni) [7].
Intermolekuldrni biosenzory jsou tvo-
feny dvéma molekulami - donorovou
a akceptorovou molekulou, které jsou
spojeny s vazebnou (donorovou) nebo
senzorovou (akceptorovou) doménou
(pfipadné proteiny) (obr. 2A). Jsou vyuzi-
vany predevsim pfi studiu a detekci pro-
tein-proteinovych interakci v burikach.
Jejich vyhodou je snadna pfiprava po-
moci dvou plazmidl exprimujicich pro-
teiny fizované s fluorofory, jejichZ inten-
zita signdlu je zachytitelna detektorem.

Nejsou viak vhodné pro rutinni vyuziti,
protoze méreni a kvantifikace FRET-sig-
nalu vyZaduje citlivou a rychlou detekci
fluorescencniho signalu, ktery rychle
ztraci svou intenzitu. Nadto dochazi ke
vzajemné excitaci akceptorovych mo-
lekul fluoroforu, a tim vytvéreni falesné
pozitivniho signalu [6].

Druhym typem biosenzorl jsou in-
tramolekularni biosenzory tvofené jed-
nou molekulou sestavajici z akceptoro-
vého a donorového fluoroforu navzajem
propojenych linkerem a konjugova-
nych s pfislusnou vazebnou nebo sen-
zorovou doménou (obr. 2B). Vyuziti to-
hoto typu slouzi ke snazsi kvantifikaci
v zivych systémech nez v pripadé inter-
molekularnich biosenzorG. Na druhou
stranu je obtizngjsi a zdlouhavéjsi jejich
navrzeni, pfiprava a nasledna evaluace
systému [5].

Doposud bylo vyvinuto mnozstvi in-
tramolekularnich biosenzord sleduji-
cich koncentraci iontd v burice, sacha-
ridy, fosfolipidy, aktivitu proteinkinaz
nebo GTPas a dalsi. Byly také navrzeny
a vytvoreny biosenzory sledujici akti-
vitu onkoproteint, napf. zvysenou ak-
tivitu Ras v lamelipodiich po stimulaci
epidermdlnim rdstovym faktorem (epi-
dermal growth factor — EGF), zac¢lenéni

c-Raf do plazmatické membrany a ved-
lejsi aktivaci c-Raf po stimulaci EGF nebo
zvysujici se fosforylaci Crkll (¢len rodiny
Crk) po stimulaci EGF [5]. S vyuZitim bio-
senzor( byla rovnéz potvrzena interakce
estrogenového receptoru a a transkrip-
¢niho faktoru Sp1 v Zivych burkach. In-
terakce ERa/Sp1 byla prokazéna pfiregu-
laci fady gent asociovanych s bunécnou
proliferaci a bunécnym cyklem [8].

Prvni klinicky vyuzitelny geneticky
kédovany biosenzor byl vyvinut a vyu-
Zit pro detekci kindzové aktivity Bcr-Abl
a s ni souvisejici citlivosti k terapeutic-
kym inhibitorlim u pacientd s chronic-
kou myeloidni leukemii. Aktivita Bcr-Abl
byla sledovana na zakladé zviditelnéni
fosforylace CrkL (nejcharakteristi¢téj-
$iho substratu Bcr-Abl) pfimo v izolova-
nych BMC a PBMC burkéch z krve pa-
cientl s CML. Tyto navrzené biosenzory
bunék rezistentnich k terapeutickym in-
hibitordim, a predikovat tak citlivost pa-
cient(l k terapii [9].

Nevyhodou FRET je znesnadnéni in-
terpretace vysledk( vlivem vzidjemné
excitace akceptorovych fluoroforG a sa-
motnym monochromatickym svétlem
excitujicim donorovy fluorofor. Dale do-
chdzi k rychlému sldbnuti signalu do-
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Tab. 1. Pfehled rGznych variant BRET a jejich nej¢astéjsich donorovych a akceptorovych fluorofort [2,16—-20].
Metoda Donor Substrat Donor Akceptor Akceptor
Aemise [nm] Ae)(:itat:elemise [nm]
BRET1 Rluc CLZ-h 480 YFP 514/530
Rluc CLZ-400a 480
BRET2 Rluc8 DeepBlueC 395 GFP 400/510
DsRed 558/583
BRET3 R:EES Dc'tgc igg Cy3,Cy3.5 550/570
mOrange 548/564
Rluc
QD-BRET CLZ 480 Qdot 605/655
Rluc8

noru a k bunéc¢né autofluorescenci zp(-
sobené pfitomnosti buné¢nych organel
(mitochondrii a lysozom) [4,10-12].

Bioluminiscencni rezonancni
pfenos energie

Bioluminiscencni rezonancni prenos
energie (bioluminescence resonance
energy transfer — BRET) je modifikaci
metody FRET (obr. 1B). BRET je oproti
pfedchozi metodé zahdjen enzymatic-
kou reakci katalyzovanou donorovou
molekulou. To vede k az 10ndsobnému
snizeni nezadouciho méfeného signalu
pozadi a tim umoznuje detekci az 40krat
mensiho mnozstvi proteinu pii dosa-
Zeni stejné intenzity signalu [13]. Jako
donorovéa molekula neni vyuzivan fluo-
rofor, a neni tedy potfeba k aktivaci pre-
nosu externi zdroj monochromatického
svétla. U BRET je donorovou molekulou
enzym, ktery konvertuje specificky sub-
strat a pfitom uvolnuje svételnou ener-
gii, excitujici vhodnou akceptorovou
fluorescenéni molekulu. Ta nasledné,
stejné jako u FRET, emituje svétlo o pa-
tficné vinové délce a to je findlné zachy-
ceno detektorem [14].

Podminky pro pfenos energie jsou
podobné jako u FRET - molekuly musi
byt v dostate¢né vzdalenosti (méné nez
10 nm) a emisni spektrum donoru a ex-
cita¢ni spektrum akceptoru se musi pre-
kryvat. Pokud k interakci mezi sledova-
nymi (fuzovanymi proteiny s donorem
a akceptorem) molekulami nedochazi,
je zachycovano pouze svétlo vznikajici
pfi transformaci substratu. Interaguji-li
fuzované proteiny, dojde k pfenosu
energie zdonoru na akceptor a nasledné

k emisi svétla akceptorem. Tak je mozné
detekovat interakce mezi riznymi nebo
i stejnymi proteiny i strukturni a konfor-
macni zmény proteinu [12].

Metoda BRET byla poprvé popséna
v roce 1999 [15] a od té doby bylo vy-
vinuto nékolik jejich variant vyuzivaji-
cich rlizné substraty a kombinace do-
noru a akceptoru. Jednotlivé modifikace
jsou oznacovany jako BRET1, BRET2,
BRET3 (v poradi podle popisu a charak-
terizace) a nejnovéjsi QD-BRET (tab. 1).

PUvodni popsana varianta je oznaco-
vana jako BRET1 [15]. Donorovou mole-
kulou je luciferdza Rluc (pochazejici ze
Zahavce renila fialovd), substratem pak
coelenterazine h (CLZ-h) a jako akcep-
torovd molekula je YFP nebo jeho va-
rianty (topaz, citrine, venus, YPet) [12].
Pozdéji byla metoda pozménéna do po-
doby BRET2 [2], u které se misto CLZ-h
vyuzivd jeho analog CLZ-400a nebo
DeepBlueC a v nékterych pfipadech
se pouzivda mutovana varianta Rluc -
Rluc8. Jako akceptor jsou vyuzivany va-
rianty GFP (GFP2 nebo GFP10). Vyhoda
BRET2 oproti BRET1 je vétsi vzdalenost
emisnich rozmezi donorové a akcepto-
rové molekuly, oviem DeepBlueC jako
substrdt ma asi 100-300krat snizenou
excitacni schopnost (coZ je mozné cas-
te¢né nahradit mutantem Rluc8, ktery
ma priblizné 30krat zvy$enou emisni
aktivitu).

Dalsi varianta BRET je BRET3 vyuziva-
jici substrat D-luciferin (D-Luc). Dono-
rovou molekulou je svétlusci luciferaza
(luc) nebo Rluc8 a akceptorovymi mo-
lekulami pak DsRed, Cy3, Cy3.5 nebo
mOrange [16-18]. Pfredpokladand vy-

hoda BRET3 je nizsi buné¢na autofluo-
rescence a trvalejsi svételna emise svét-
lus¢i luciferazy ve srovnani s Rluc. To je
ovsem limitovdno extrémné nizkymi
emisnimi signaly a podstatnym prekry-
tim donorového a akceptorového emis-
niho maxima.

Nejnovéji popsand a v praxi vyzkou-
$end modifikace je tzv. QD-BRET [19,20],
vyuzivajici jako akceptorovou mole-
kulu tzv. quantum dots. Quantum dots
jsou polovodi¢ové nanokrystaly exci-
tovatelné v pfisludnych vinovych dél-
kdch. Vinovd délka jimi emitovaného
svétla pak zavisi na jejich prdméru a jsou
tak schopny pokryt emisni spektrum
od modré az po infracervenou oblast.
Nevyhoda této varianty je oviem veli-
kost nanokrystald (1,5-6 nm) a fakt, ze
k fuzi sledované molekuly (proteinu)
s nanokrystaly nemUze dojit geneticky -
nanokrystaly nejsou geneticky kédo-
vané, a tak nemohou byt produkovany
v zivych bunkéch. Lze je ovsem vyuzit
pro znaceni cilovych molekul pfi in vitro
diagnostice. Velka vyhoda této metody
je bezesporu jasnd separace donorovych
a akceptorovych emisnich spekter [12].

V dnesni dobé je BRET povaZovéna za
jednu z nejuniverzalnéjsich metod pro
studium protein-proteinovych interakci
v zivych bunkach. Abnormalni funkce
(hyperaktivace nebo inhibice) proteinl
je Casto pozorovana u riznych zavaznych
onemocnéni (napf. nddorova nebo neu-
rodegenerativni onemocnéni). Rada stu-
dii tuto metodu vyuziva: 1. pro screening
novych receptorovych ligandl a jejich
vliv na aktivitu receptoru; 2. pro sledovani
aktivity enzym0 - protedzové, kinazové;

Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S82-586
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3. pro sledovani a identifikace protein-pro-
teinovych interakci a jejich inhibitor(
nebo 4. pro popsani signalnich bunéc¢-
nych drah [12,21-23]. Slouzi tak pfede-
vsim k identifikaci bioaktivnich sloucenin
ovliviujicich bunécné vlastnosti.

Zaveér

Metoda FRET a jeji modifikace BRET jsou
v soucasné dobé intenzivné se rozvije-
jici metody a spolu s technickym pokro-
kem v oblastech mikroskopického zob-
razovani a vysoce citlivé i pfesné detekce
svételného zareni o rlznych vinovych
délkdch umoznuji sledovat protein-pro-
teinové interakce a konformacni zmény
proteinl v zivych bunkach nebo malych
organizmech prostorové a v redlném
¢ase s minimalnim zdsahem do bunéc-
ného prostiedi [3]. Vzhledem k nutnosti
genového inzenyrstvi pfi pfipravé jed-
notlivych FRET- nebo BRET-biosenzor(
a pii pripravé FRET- nebo BRET-fluoro-
forll fuzovanych se sledovanymi pro-
teiny je vyuziti téchto metod v klinické
praxi prozatim obtizné, i kdyz prvni kli-
nickd aplikace jiz byla publikovana [9].
Nicméné tyto pristupy studia proteino-
vych interakci in vivo zacinaji byt hojnéji
vyuzivany pfi sledovani, testovani a ové-
fovani vlivu rlznych doposud necharak-
terizovanych chemickych latek a slou-
¢enin a jejich inhibitord na buriku nebo
zivy organizmus (mysi). Stejné tak zadi-
naji byt tyto metody uplatfiovény pfi sle-
dovani Ucinku potencialnich [é¢iv vy-
uzitelnych nejen ve farmaceutickém
primyslu [24].

Literatura

1. Prasher DC, Eckenrode VK, Ward WW et al. Primary
structure of the Aequorea victoria green-fluorescent pro-
tein. Gene 1992; 111(2): 229-233.

2. Bertrand L, Parent S, Caron M et al. The BRET2/arrestin
assay in stable recombinant cells: a platform to screen for
compounds that interact with G protein-coupled recep-
tors (GPCRS). J Recept Signal Transduct Res 2002; 22(1-4):
533-541.

3. De A, Loening AM, Gambhir SS. An improved bio-
luminescence resonance energy transfer strategy for
imaging intracellular events in single cells and living sub-
jects. Cancer Res 2007; 67(15): 7175-7183.

4. Zadran S, Standley S, Wong K et al. Fluorescence reso-
nance energy transfer (FRET)-based biosensors: visualiz-
ing cellular dynamics and bioenergetics. Appl Microbiol
Biotechnol 2012;96(4): 895-902. doi: 10.1007/500253-012-
-4449-6.

5. Aoki K, Komatsu N, Hirata E et al. Stable expression of
FRET biosensors: a new light in cancer research. Cancer
Sci 2012; 103(4): 614-619. doi: 10.1111/].1349-7006.2011.
02196

6. Day RN, Davidson MW. Fluorescent proteins for
FRET microscopy: monitoring protein interactions
in living cells. Bioessays 2012; 34(5): 341-350. doi:
10.1002/bies.201100098.

7. Kiyokawa E, Hara S, Nakamura T et al. Fluorescence
(Forster) resonance energy transfer imaging of oncogene
activity in living cells. Cancer Sci 2006; 97(1): 8-15.

8. Kim K, Barhoumi R, Burghardt R et al. Analysis of estro-
gen receptor alpha-Sp1 interactions in breast cancer cells
by fluorescence resonance energy transfer. Mol Endocri-
nol 2005; 19(4): 843-854.

9. MizutaniT, Kondo T, Darmanin S et al. A novel FRET-ba-
sed biosensor for the measurement of BCR-ABL acti-
vity and its response to drugs in living cells. Clin Cancer
Res 2010; 16(15): 3964-3975. doi: 10.1158/1078-0432.
CCR-10-0548.

10. Boute N, Jockers R, Issad T. The use of resonance
energy transfer in high-throughput screening: BRET ver-
sus FRET. Trends Pharmacol Sci 2002; 23(8): 351-354.

11. Sturmey RG, O'Toole PJ, Leese HJ. Fluorescence re-
sonance energy transfer analysis of mitochondrial: lipid
association in the porcine oocyte. Reproduction 2006;
132(6): 829-837.

12.Bacart J, Corbel C, Jockers R et al. The BRET technology
and its application to screening assays. Biotechnol J 2008;
3(3):311-324. doi: 10.1002/biot.200700222.

13. Arai R, Nakagawa H, Tsumoto K et al. Demonstration
of a homogeneous noncompetitive immunoassay based

on bioluminescence resonance energy transfer. Anal Bio-
chem 2001; 289(1): 77-81.

14. Xia Z, Rao J. Biosensing and imaging based on bio-
luminescence resonance energy transfer. Curr Opin
Biotechnol 2009; 20(1): 37—44. doi: 10.1016/j.cop-
bi0.2009.01.001.

15. Xu'Y, Piston DW, Johnson CH. A bioluminescence re-
sonance energy transfer (BRET) system: application to in-
teracting circadian clock proteins. Proc Natl Acad Sci USA
1999;96(1): 151-156.

16. Arai R, Nakagawa H, Kitayama A et al. Detection
of proteinprotein interaction by bioluminescence re-
sonance energy transfer from firefly luciferase to
red fluorescent protein. J Biosci Bioeng 2002; 94(4):
362-364.

17. Yamakawa Y, Ueda H, Kitayama A et al. Rapid ho-
mogeneous immunoassay of peptides based on bio-
luminescence resonance energy transfer from firefly luci-
ferase. J Biosci Bioeng 2002; 93(6): 537-542.

18. Loening AM, Wu AM, Gambhir SS. Red-shifted Renilla
reniformis luciferase variants for imaging in living sub-
jects. Nat Methods 2007; 4(8): 641-643.

19. De A, Ray P, Loening AM, Gambhir SS. BRET3:
A red-shifted bioluminescence resonance energy trans-
fer (BRET)-based integrated platform for imaging pro-
tein-protein interactions from single live cells and living
animals. FASEB J 2009; 23(8): 2702-2709. doi: 10.1096/1].08-
-118919.

20. Yao H, Zhang Y, Xiao F et al. Quantum dot/bio-
luminescence resonance energy transfer based highly
sensitive detection of proteases. Angew Chem Int Ed Engl
2007; 46(23): 4346-4349.

21. Boute N, Pernet K, Issad T. Monitoring the activation
state of the insulin receptor using bioluminescence re-
sonance energy transfer. Mol Pharmacol 2001; 60(4):
640-645.

22. Gavet O, Pines J. Progressive activation of Cyc-
lin B1-Cdk1 coordinates entry to mitosis. Dev Cell
2010; 18(4): 533-543. doi: 10.1016/j.devcel.2010.
02.013.

23. Couturier C, Deprez B. Setting up a bioluminescence
resonance energy transfer high throughput screening
assay to search for protein/protein interaction inhibitors
in mammalian cells. Front Endocrinol (Lausanne) 2012; 3:
100. doi: 10.3389/fend0.2012.00100.

24. Aoki K, Kamioka Y, Matsuda M. Fluorescence reso-
nance energy transfer imaging of cell signaling from in
vitro to in vivo: basis of biosensor construction, live imag-
ing, and image processing. Dev Growth Differ 2013; 55(4):
515-522.doi: 10.1111/dgd.12039.

S86

Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S82-586




