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Streszczenie: Oddziatywania biatko-biatko leza u podstaw wszystkich procesow biologicznych.
U ludzi wiele choréb, w tym chordb neurodegeneracyjnych i nowotworowych, jest wynikiem nie-
prawidtowych interakcji bialko-biatko. Inhibicja okreslonych oddzialywan pomiedzy biatkami
stanowi wigc ogromny potencjal w poszukiwaniu nowych lekow. Istnieja rdéznorodne techniki
stuzace do wykrywania szerokiej sieci interakcji biatkowych w celu lepszego zrozumienia zarowno
fizjologicznych, jak i patologicznych procesow komodrkowych. Standardowe techniki biochemiczne
oraz metody in vitro niestety nie odzwierciedlaja warunkow, jakie panuja w zywych komorkach.
Z tego wzgledu opracowano rézne metody umozliwiajace bezposrednia wizualizacje oddziatywan
biatko-biatko w zywych komorkach, a nawet catych organizmach. Jedna z takich technik jest bimol-
ekularna komplementacja fluorescencji (BiFC). Metoda ta polega na tym, ze dwa komplementarne,
nieaktywne fragmenty fluorescencyjnego biatka, b¢dacego czasteczka reporterowa, moga w bliskiej
odlegtosci utworzy¢ fluorescencyjny kompleks. Fragmenty te sa w fuzji z badanymi biatkami, ktére
oddziatujac ze soba zblizaja fragmenty czasteczki reporterowej do siebie. Technika BiFC zostata
wykorzystana do wizualizacji wielu biatek w roznych kompartmentach komérkowych. BiFC jest
technikg stosunkowo czula, gdy biatka fuzyjne sg ekspresjonowane na poziomie ich endogennych
odpowiednikéw. Ponadto badane biatka nie ulegaja nadekspresji i nie znajduja si¢ poza kontekstem
fizjologicznym. Istnieje jednak szereg czynnikdw, ktore nalezy wzia¢ pod uwage planujac ekspery-
menty z wykorzystaniem techniki BiFC. Niniejszy artykul przedstawia stan najnowszej wiedzy do-
tyczacej badan interakcji biatko-biatko z wykorzystaniem metody BiFC i ukazuje zaré6wno zalety,
jak i ograniczenia tej techniki.

Stowa kluczowe: oddziatywania bialko-biatko, technika komplementacji fragmentoéw biatka (PCA),
bimolekularna komplementacja fluorescencji (BiFC), in vivo
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Summary: Protein-protein interactions (PPIs) underlie all biological processes. A whole range of
diseases in humans, including neurodegenerative disorders and cancers, is the result of aberrant
interactions among proteome components. The inhibition of these aberrant protein associations con-
stitutes a great potential in drug discovery. The remarkable diversity of PPIs is constantly being dis-
covered, using various techniques, to better understand both, physiological and pathological cellular
processes. Standard biochemical and in vitro approaches do not accurately reflect the conditions that
occur in living cells. Therefore, different methods that enable direct visualization of PPIs in living
cells and even whole organisms have been developed; among them the Bimolecular Fluorescence
Complementation (BiFC). This method relies on the principle that two non-fluorescent fragments
of a fluorescent reporter protein can form a fluorescent complex upon getting into close proximity
driven by the interacting proteins of interest, respectively fused to the non-active fragments of the
reporter. The BiFC assay has been used for the visualization of many proteins in different subcel-
lular locations. It is a sensitive PPIs detection method if the fusion proteins are expressed at levels
comparable to their endogenous counterparts. More importantly, proteins of interest are not overex-
pressed and taken out from their native physiological context. There are, however, considerations
that need to be taken while performing the BiFC analysis. Here, we discuss the recent advancements
of this technique and present its advantages and limitations.

Keywords: protein-protein interactions, protein-fragment complementation assay (PCA), bimolecu-
lar fluorescence complementation (BiFC), in vivo

WSTEP

Badania oddziatywan typu biatko-bialko w komorce sa niezmiernie istotne
dla zrozumienia szlakow sygnalowych na poziomie molekularnym oraz zrozu-
mienia kluczowych procesow komorkowych. Charakterystyka bialek wchodza-
cych w interakcje z innymi biatkami oraz charakterystyka sieci tych oddziatywan
jest niezbedna, nie tylko do zrozumienia prawidtowego funkcjonowania komorki,
ale rowniez do opracowania lekow uzywanych w terapii szeregu choréb, w tym
nowotworowych czy neurodegeneracyjnych.

Istnieje wiele metod wykrywania oddziatywan typu biatko-biatko, ktére moz-
na podzieli¢ na trzy grupy, w zaleznosci od miejsca wykrywania interakcji, to jest
na: metody in vitro (detekcja poza organizmem zywym), metody in vivo (detekcja
w zywym organizmie) i metody in silico (analiza przy pomocy symulacji kompu-
terowej, ktéra umozliwia przewidywanie potencjalnych oddzialywan). Do metod
detekcji in vitro naleza miedzy innymi: analiza far-western blotting, koimmuno-
precypitacja biatek (ang. co-immunoprecipitation, Co-IP), tandemowa chromato-
grafia powinowactwa ze znacznikiem (ang. tandem affinity purification tagging,
TAP-tag), powierzchniowy rezonans plazmonowy (ang. surface plasmon reso-
nance, SPR), spektrometria mas (ang. mass spectrometry, MS) oraz rentgenogra-
fia strukturalna (ang. X-ray crystallography) [4, 25]. Metody te dostarczajg wie-
dzy na temat wielu nieodkrytych dotad interakcji biatkowych badz potwierdzaja
specyficznos¢ okreslonych wczesniej interakcji. Jednak badan oddzialywan biat-
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ko-biatko z wykorzystaniem powyzszych metod nie prowadzi si¢ bezposrednio
w zywych komorkach czy organizmach. Wykryte w ten sposob interakcje moga
nie odzwierciedla¢ oddziatywan zachodzacych w rzeczywistosci w komorce.
Wiele danych na temat interakcji biatko-biatko w zywych komorkach dostar-
czyly badania z wykorzystaniem drozdzowego systemu dwuhybrydowego, opisa-
nego po raz pierwszy przez Field i Song w 1989 roku (ang. yeast-two-hybri, Y2Hd)
[17]. Uetz i wsp. oraz Ito i wsp. przy pomocy metody Y2H zidentyfikowali interak-
tom (sie¢ interakcji) migdzy biatkami u drozdzy Saccharomyces cerevisiae [28, 69].
W technice tej wykorzystuje si¢ fakt, ze wiele czynnikow transkrypcyjnych zbu-
dowanych jest z dwoch niezaleznych funkcjonalnie domen: wigzacej DNA (ang.
DNA-binding domain, DBD) oraz aktywujacej transkrypcje danego genu (ang. acti-
vation domain, AD). Przyktadem jest tu czynnik transkrypcyjny Gal4, ktoérego do-
meny (Wigzacg i aktywujacg) mozna przytaczy¢ do badanych bialek X i Y, nazywa-
nych odpowiednio ,,przyneta” (ang. bait) i ,,0fiarg” (ang. prey). W efekcie powstaja
dwa tzw. biatka fuzyjne: jedno z nich zwigzane z domena wiazaca si¢ z DNA, dru-
gie za$ z domeng aktywujaca transkrypcje¢. Oba biatka fuzyjne po wprowadzeniu
do komorek drozdzy ulegaja ekspresji. Jesli biatka te oddziatujg ze sobg, domeny
DBD i1 AD zblizaja si¢ do siebie na tyle blisko, by méc aktywowacé transkrypcje
genow reporterowych. Geny reporterowe ulegaja ekspresji, co umozliwia wzrost
drozdzy na pozywce selekcyjnej [12, 53]. W systemie Y2H badane biatka pochodza
jednak z nadekspresji okreslonych genow (ekspresja genéw odbywa si¢ zazwyczaj
pod kontrola ,,silnego” promotora), ktore sa wprowadzane do komorki na plazmi-
dach pozachromosmowych (tzw. replikacyjnych), wystepujacych w wysokiej licz-
bie kopii. Badane biatka sg wiec obecne w stezeniach znacznie wyzszych niz ich
rzeczywiste stezenia w komorce w warunkach fizjologicznych. To w konsekwencji
prowadzi do fatszywie dodatnich wynikow [3]. Zaobserwowano roOwniez, ze przy
pomocy standardowej metody Y2H nie mozna bada¢ interakcji migdzy biatkami,
ktore nie moga by¢ transportowane do jadra komoérkowego. Dzieje si¢ tak dlatego,
ze aby doszto do aktywacji danego genu reporterowego, interakcja musi zachodzi¢
wlasnie w jadrze komoérkowym. Ponadto, nie mozna bada¢ oddziatywan, do kto-
rych dochodzi tylko w obecnosci innych stabilizujacych je interakcji [65].
Opracowano wigc szereg metod umozliwiajacych wykrywanie, a nawet wizuali-
zacje interakcji bezposrednio w zywych komorkach. Metody te sa stale optymalizo-
wane i udoskonalane, aby umozliwi¢ jak najmniejsza ingerencje w srodowisko ko-
morkowe. Wérod wiodacych metod mozna wyrdznié: FRET (ang. Forster resonance
energy transfer) [18], BRET (ang. bioluminescence resonance energy transfer 56,
57, 77], FCCS (ang. fluorescence cross-correlation spectroscopy) [1] oraz PCA (ang.
protein-fragment complementation assay), w tym techniki wykorzystujace biatka flu-
orescencyjne, jak bimolekularna komplementacja fluorescencji (ang. bimolecular flu-
orescence complementation, BiFC) [26] lub biatka bioluminescencyjne np. lucyfera-
z¢, jak bimolekularna komplementacja luminescencji (ang. bimolecular luminescence
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complementation, BiLC) [63]. Niniejsza praca poswigcona jest przedstawieniu stanu
aktualnej wiedzy na temat techniki BiFC, ktora jest jedng z wiodacych obecnie metod
wykrywania interakcji biatko-biatko w Zywych komorkach.

ZASADA DZIALANIA TECHNIKI BiFC

Bimolekularna komplementacja fluorescencji (BiFC) jest powszechnie stoso-
wang technikg umozliwiajacg wizualizacj¢ oddziatywan miedzy biatkami w ko-
morce. W metodzie tej wykorzystuje si¢ dwa komplementarne fragmenty (koniec
aminowy — koniec N i koniec karboksylowy — koniec C, tzw. N- i C-koniec) flu-
orescencyjnego biatka (czasteczki reporterowej), ktore oddzielnie sg nieaktywne,
a wigc nie wykazujg emisji fluorescencji. Fragmenty te laczy si¢ nastepnie z biat-
kami, ktérych oddziatywanie jest badane (ryc.1). Biatko fluorescencyjne moze
by¢ dolaczone do badanego biatka na jego koncu N lub koncu C (ryc. 2). Jesli
badane biatka wchodza w interakcje, fragmenty biatka fluorescencyjnego zblizaja
si¢ do siebie na tyle blisko, aby umozliwi¢ odtworzenie konformacji catej cza-
steczki reporterowej. Bialko fluorescencyjne odzyskuje aktywnosé, co mozna ob-
serwowac i rejestrowac w postaci sygnatu fluorescencji. Potaczenie si¢ fragmen-
téw biatka fluorescencyjnego powoduje formowanie trwalego kompleksu [32].

RYCINA 1. Schemat przedstawiajacy zasade dziatania techniki BiFC. Badane biatka A i B potaczo-
no odpowiednio z dwoma komplementarnymi fragmentami biatka fluorescencyjnego (czasteczka
reporterowa) — koncem aminowym (N) i koncem karboksylowym (C), ktore oddzielnie sg nieak-
tywne, czyli nie emituja fluorescencji. W wyniku interakcji biatek A i B, konice N i C zblizaja si¢ do
siebie na tyle blisko, aby fluorescencyjne biatko odzyskato swoja aktywnos¢, co moze by¢ zaobser-
wowane w postaci sygnatu fluorescencji po wzbudzeniu fluoroforu

FIGURE 1. Schematic representation of the principle of the BiFC technique. The proteins of in-
terest A and B were fused to two complementary fragments of the fluorescent reporter protein, the
amino- (N) and carboxy-terminal fragments (C), respectively. These reporter protein fragments are
inactive separately, i.e. do not emit fluorescence. When proteins A and B interact, the N- and C-ter-
minal fragments are brought into proximity and the reporter activity is reconstituted, reproducing
fluorescence emission under fluorophore excitation
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RYCINA 2. Schemat przedstawiajacy mozliwe kombinacje badanych bialek w fuzji z fragmentami (N
i C) biatka fluorescencyjnego. Biatko fluorescencyjne moze by¢ dotaczone do badanych biatek na ich
N- lub C-koncu, tworzac 8 mozliwych kombinacji (a-h)

FIGURE 2. Schematic representation showing possible combinations of tested proteins that are fused
to N- and C-terminal fragments of the fluorescent protein. The fluorescent protein can be attached to
the proteins interests at their N- or C-terminus, making 8 possible combinations (a-h)

FRAGMENTY BIALEK FLUORESCENCYJNYCH
UZYWANE W TECHNICE BiFC

Wykorzystanie zjawiska fluorescencji w mikroskopii przyczynito si¢ do lep-
szego obrazowania poszczegélnych struktur subkomorkowych, a odkrycie biat-
ka zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein, GFP) przez Shimomura
1 wsp. juz w 1962 roku zapoczatkowato prace nad wykorzystaniem go jako znacz-
nika biologicznego [60]. Za wyizolowanie tego niezwyklego biatka z meduzy
Aequorea victoria oraz dalsze badania nad jego wiasciwosciami i wykorzysta-
niem, trzej badacze, Osamu Shimamura, Martin Chalfie i Roger Y. Tsien zostali
uhonorowani Nagroda Nobla w 2008 roku. Biatko GFP doskonale sprawdza si¢
w roli czasteczki reporterowej i jest nietoksyczne dla komoérek. Z biatkiem tym
mozna tworzy¢ tzw. biatka fuzyjne (GFP oraz badane biatko), co umozliwia uwi-
docznienie lokalizacji komérkowej badanego biatka. Wykorzystanie biatka GFP
w technikach PCA, w tym w metodzie BiFC rozpoczeto si¢ 30 lat pdzniej, po
zsekwencjonowaniu genu kodujacego biatko GFP przez Prasher i wsp. w 1992
roku [58]. Rozpoczeto rowniez prace nad rozwojem technik z wykorzystaniem
innych znacznikéw fluorescencyjnych, ktore bylyby ulepszonymi wariantami
biatka GFP. Obecnie w mikroskopii fluorescencyjnej stosuje si¢ wiele wariantow
GFP, jak rowniez inne biatka fluorescencyjne. Ulepszenia i modyfikacje tych bia-
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ek dotycza gtéwnie zwigkszenia intensywnosci fluorescencji oraz fotostabilnosci
danego biatka fluorescencyjnego, rozszerzenia widma absorpcji, przyspieszenia
dojrzewania chromoforu oraz zmniejszenia tendencji do oligomeryzacji lub agre-
gacji, a takze wrazliwo$ci na warunki $rodowiska (pH i temperatura). Gtéwne
z wariantoOw biatka GFP, ktore znajduja zastosowanie jako fuzyjne biatka reporte-
rowe w technice BiFC to: stGFP (ang. superfolder GFP) wykazujace zmniejszone
prawdopodobienstwo nieprawidtowego sfatdowania [55], EGFP (ang. enhanced
green fluorescent protein) roznigce si¢ od GFP tylko dwoma aminokwasami w ob-
rgbie chromoforu, a wykazujace juz 35 razy wyzsza intensywno$¢ fluorescencji,
EBFP (ang. enhanced blue fluorescent protein) emitujace w niebieskim zakresie
spektralnym, ECFP (ang. enhanced cyan fluorescent protein) emitujace w niebie-
sko-zottym zakresie spektralnym, YFP (ang. yellow fluorescent protein) emitujace
w z6ltym zakresie spektralnym [61]. Wszystkie wyzej wymienione biatka zacho-
wuja strukture biatka GFP, ale posiadajg roznice w chromoforach. W technice
BiFC wykorzystano rowniez biatka o innych zakresach spektralnych i fotostabil-
nos$ci, m.in. biatka czerwonej fluorescencji, takie jak mCherry [16] i mRFP1 (ang.
red fluorescent protein) [29], czy bialka fatoaktywacyjne o zdolnosci fotokonwer-
sji (ang. fotoswitchable) np. Dronpa [42]. Obecnie jednymi z najczgsciej wyko-
rzystywanych w metodzie BiFC fragmentow biatek fluorescencyjnych sa frag-
menty biatka YFP, a w zasadzie jego zmodyfikowane warianty takie jak EYFP
(ang. enhanced yellow fluorescent protein) lub Venus (ryc. 3) [50]. BiFC z wyko-
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RYCINA 3. a) Trzeciorzgdowa struktura biatka zoltej fluorescencji Venus (PDB: IMY W) z a-helismi
i B-harmonijkami zwizualizowanymi z wykorzystaniem programu PyMOL (http://www.pymol.org/),
b) Koniec aminowy biatka Venus (VN), c) koniec karboksylowy biatka Venus (VC)

FIGURE 3. a) Tertiary structure of Venus yellow fluorescent protein (PDB: 1IMYW) with a-helices
and B-sheets visualized using the PyMOL software (http://www.pymol.org/), b) N-terminal fragment
Venus (VN), ¢) C-terminal fragment of Venus (VC)
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rzystaniem EYFP bylo pierwsza z technik umozliwiajacych wizualizacj¢ interak-
cji biatko-biatko w zywych komorkach ssaczych [26]. Bialko to okazato si¢ by¢
jednak wrazliwe na wyzsze temperatury, dlatego zostalo zastapione przez biatko
Venus — wariant YFP z mutacja punkowa F46L, wykazujace znacznie mniejszg
wrazliwo$¢ na srodowisko (fatdowanie nawet w 37°C) [51]. Warto nadmieni¢ tu
jednak, ze eksperymenty prowadzone przy uzyciu metody BiFC, wykorzystujace
biatko Venus do badania interakcji biatko-biatko w zywych komoérkach drozdzy,
lepiej przeprowadza¢ w nizszych temperaturach (20-25°C). U drozdzy hodowa-
nych w 25°C zaobserwowano bowiem zwigkszong intensywnos$¢ sygnatu fluore-
scencji kompleksu BiFC w porownaniu do komoérek drozdzy pochodzacych z ho-
dowli prowadzonej w 30°C [6]. Biatko Venus zostato opisane przez Nagai i wsp.
jako jasne biatko fluorescencyjne z szybkim i wydajnym dojrzewaniem chromo-
foru [51]. Wykazano, ze biatko Venus ma okoto 10-krotnie wyzszg intensywnos¢
fluorescencji niz wykorzystywane biatko EYFP [61]. Dzi¢ki tym zaletom jest ono
obecnie najpowszechniej stosowane w technice BiFC.

Ze wzgledu na to, ze badane biatka moga wchodzi¢ w interakcje nie tylko
z jednym okreslonym biatkiem, ale i z wieloma innymi biatkami, technike BiFC
mozna poszerzy¢ o wykorzystanie dwoch lub wigcej biatek reporterowych jedno-
czesnie (ang. multicolor BiFC, mcBiFC). Umozliwia to wizualizacj¢ kilku inte-
rakcji biatko-biatko w tej samej komorce w tym samym czasie. Warunkiem jest,
ze badane biatka sa w fuzji z biatkami reporterowymi posiadajagcymi inne widma
spektralne [35], jak np. biatko zielono-niebieskiej fluorescencji Cerulean i biatko
z6ttej fluorescencji Venus [50, 74].

ZASTOSOWANIE METODY BiFC
DO BADANIA ODDZIALYWAN
BIALKO-BIALKO W ZYWYCH KOMORKACH

W ostatniej dekadzie technika BiFC znalazta szerokie zastosowanie do wy-
krywania interakcji typu bialko-biatko w zywych komorkach licznych organi-
zmow. Badania z wykorzystaniem tej metody byly prowadzone w odniesieniu
do pojedynczych interakcji, jak rowniez na szersza skale, w celu identyfikacji
wielu mozliwych oddziatywan. Nowo odkryte interakcje daty z kolei mozliwosé
prowadzenia dalszych badan nad okreslong funkcja, jakie dane biatka moga pet-
ni¢ w komoérce. Oddziatywania typu biatko-biatko zostaly zwizualizowane przy
pomocy metody BiFC m.in. w komoérkach bakterii, np. Escherichia coli [35, 54],
Agrobacterium tumefaciens 9], drozdzy Saccharomyces cerevisiae [7, 14, 30,
64], nicienia Caenorhabditis elegans [2, 24], roslin [8, 72] oraz w komorkach
ssaczych [26, 27]. Jako, ze do formowania si¢ fluoroforu niezbedny jest tlen, tech-
nika ta nie znajduje zastosowania w przypadku organizméw beztlenowych [33].
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Przyktadowe oddziatywania biatko-biatko w zywych komodrkach réznych organi-
zmow zestawiono w tabeli 1.

TABELA 1. Przyktady oddzialywan biatko-biatko badanych z wykorzystaniem techniki BiFC w zy-

wych komorkach

TABLE 1. The examples of protein-protein interactions studied in living cells using BiFC technique

KOMORKA/ L
MODEL BADAWCZY ODDZIALYWANIE BIALKO-BIALKO ZRODLO
ludzka linia komoérkowa asynukleina — DJ-1 79
HEK-293 cyklina A — p27 11
CSPP-L — UBRS 59
tau — tau 44
c-Abl — Jak2 67
Pcdh19 — N-kadheryna 5
ludzka linia komérkowa HeLa | Nef— PACS1, PACS2 15
Mcl-1, Bel-xL — PUMA, Bim, Noxa, Bak, Bax 70
Gag — Staufenl1, IMP1 49
ludzka linia komorkowa syntenina-1 — syntetaza aminoacylo-tRNA (ARS) |38
HCT-116
komorki ssacze COS-1 CHIP — PRMTS 78
komorki ssacze HTB-148 asynukleina — Htt 23
komorki ssacze NSC-34 TOMM20 — VABP 20
komorki ssacze CHO-K1 VP2 — apoptyna 41
komorki roslinne Nicotiana CIPK1 - CLB1, CLB9 71
benthamiana SITXND9 — TGBpl 48
KTN8O — KTN1 73
komorki roslinne Arabidopsis | cytochrom ¢ — BIP1, BIP2, GLY2, TCL, elF2y, 47
thaliana GAPDCI1, NRP1, Sm/D1, RD21
nicien Caenorhabditis elegans | IGLR-2 — PAQR-2 66
drozdze Saccharomyces Hofl — Chs4 52
cerevisiae Asil/Asi3 — Ubc6, Ubc7, Ubcd 37
Yptl — Atgll 45
Chm7 — Hehl, Heh2 75
Srv2 — Dnml1 10

Jak wczes$niej wspomniano jednym z organizmoéw szeroko wykorzystywa-
nych do badania oddziatywan bialko-biatko sg drozdze S. cerevisiae. Latwosé
manipulacji genetycznych tego organizmu i mozliwo$¢ znakowania badanych
biatek czasteczkami reporterowymi, w tym znacznikami fluorescencyjnymi, spra-
wity, ze technika BiFC zacze¢ta by¢ powszechnie stosowana do badania interakcji
w zywych komorkach drozdzy. Warto podkresli¢, ze w przypadku badan z uzy-
ciem metody BiFC dostgpne sg juz gotowe kolekcje szczepow drozdzy, gdzie do
kazdej otwartej ramki odczytu (ang. open reading frame, ORF) dodano sekwen-
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cje kodujaca fragment biatka fluorescencyjnego (np. N-koncowy fragment bial-
ka Venus), umozliwiajac analize wielu interakcji w szybszym czasie [6, 50, 68].
Zastosowanie techniki BiFC u drozdzy przyczynito si¢ np. do odkrycia nowego
systemu kontroli jako$ci biatek w wewnetrznej blonie jadrowej przez post-trans-
lacyjng modyfikacje, jaka jest ubikwitynacja. Dowiedziono, ze biatka Asil i Ai3
(posiadajace domeng RING charakterystycznag dla ligaz ubikwityny), stanowig-
ce sktad tzw. kompleksu Asi (ang. amino acid signaling-independent, kompleks
zwiazany z rozpoznawaniem sygnatéw reakcji na aminokwasy obecne w podlo-
zu), wchodza m.in. w interakcje¢ z biatkami Ubc6 i Ubc7, bedacymi enzymami
koniugujacymi ubikwityng. Udowodniono, ze biatka Asil i Asi3 majg aktywnos¢
ligazy ubikwityny i sg odpowiedzialne za proteasomalng degradacje, m.in. czyn-
nika transkrypcyjnego Stp2 oraz innych biatek, nieprawidtowo zlokalizowanych
w wewnetrznej blonie jadrowej [37]. Latwos¢ przeprowadzania samej analizy
BiFC, w tym kwantyfikacji sygnalu sprawita, ze metod¢ BiFC mozna obecnie
zaliczy¢ do tzw. technik wysokoprzepustowych (ang. high-throughput) i mogta
znalez¢ ona zastosowanie do badan interakcji biatko-biatko na szeroka skale nie
tylko w drozdzach, ale i w komoérkach ludzkich czy roslinnych [50].

Z poczatku analizy interakcji biatko-biatko z wykorzystaniem techniki BiFC
u ros$lin wymagaty nadekspresji biatek fuzyjnych w ich komoérkach (np. protopla-
stach izolowanych z komoérek mezofilu), hodowlach komérkowych lub tkankach
(np. tkanka mickiszowa liSci Nicotiana benthamiana). Obecnie biatka fuzyjne
eksprymowane sg pod natywnym promotorem, na poziomie zblizonym do pozio-
mu endogennego [40, 62]. Przy pomocy techniki BiFC u ro$liny Arabidopsis tha-
liana wykryto ostatnio m.in. interakcje biatek AtCOR47, AtERD10 i AtRABIS,
nalezacych do dehydryn (grupy biatek inherentnie nieuporzadkowanych, ang.
intrinsically disordered proteins) oraz okreslono ich lokalizacj¢ subkomorko-
wa. Pokazano rowniez, ze biatka te tworza homodimeryczne kompleksy i majg
rowniez zdolnos¢ do formowania heterodimeréow. Subkomoérkowa lokalizacja
tych biatek moze pomoc w ustaleniu szczegotowej roli biologicznej, jakg biatka
te petniag w komodrce [21]. Ponadto w badaniach opublikowanych w 2019 roku
przez Hernandez-Sanchez i wsp. wykazano bezposrednig interakcje dehydryny
OpsDHNI1 (biatko o lokalizacji cytoplazmatycznej) z akwaporyna Arabidopsis
AtPIP2B (At2G37170) (biatko zlokalizowane w btonie komoérkowej), wskazujac
na lokalizacje¢ interakcji na styku cytoplazma-blona oraz na pehlienie przez te
biatka funkcji ochronnej przed utrata wody przez rosline [22].

Dzieki zastosowaniu techniki BiFC mozna obserwowa¢ rowniez dynamiczne
oddziatywania miedzy biatkami w obszarach komorki, ktére trudno zaobserwo-
wac ze wzgledu na limit dyfrakeji $wiatla w mikroskopii optycznej. Umozliwia
ona np. badania w obszarach pomigdzy organellami komoérkowymi takimi jak
mitochondria i retikulum endoplazmatyczne [20]. Harmon i wsp. (2017) stwo-
rzyli model do badania interakcji biatek zlokalizowanych w zewnetrznej btonie
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mitochondrialnej (ang. outer mitochondrial membrane, OMM) i retikulum en-
doplazmatycznym, wykorzystujac fragmenty fluorescencyjnego biatka Venus.
C-koncowy fragment bialka Venus potgczono z translokazg zewngtrznej btony
mitochondrialnej] TOMM?20 (ang. translocase of outer mitochondiral membrane
20), natomiast N-koncowym fragmentem tej czasteczki reporterowej wyznako-
wano biatko VAPB (ang. vesicle-associated membrane protein-associated protein
B), zlokalizowane w btonie retikulum endoplazmatycznego. Badania przeprowa-
dzono z wykorzystaniem mysiej linii komorek nerwowych NSC-34. Taka meto-
da badania utatwi okres$lenie interakcji na styku obu organelli, ktorych nieprawi-
dtowa lokalizacja moze odpowiadac za patogenezg choréb metabolicznych, czy
schorzen neurodegeneracyjnych [20].

Badania z uzyciem techniki BiFC w zywych komorkach wykorzystano takze
w okresleniu interakcji a-synukleiny (aSyn) z biatkowa deglikazg DJ-1/PARK7
(ang. Parkinson disease protein 7). Analiza wynikow pozwolita na stwierdzenie,
ze biatko DJ-1 wchodzi w interakcj¢ z monomerami i oligomerami aSyn, zapo-
biegajac jej agregacji. Dzigki analizie zmutowanych form biatka DJ-1, skorelowa-
nych z dziedziczong autosomalnie recesywnie chorobg Parkinsona, stwierdzono,
ze jego nieprawidtowe wersje majg ograniczong zdolnos$¢ do wigzania aSyn, przy-
czyniajac si¢ do formowania szkodliwych ztogéow, obserwowanych u pacjentow
z chorobg Parkinsona, czy choroba otgpienng z ciatami Lewy’ego (ang. dementia
with Lewy bodies). Poznanie oddziatywan migdzy tymi biatkami oraz doktadne
zrozumienie mechanizméw molekularnych moze pozwoli¢ na okreslenie patoge-
nezy choréb neurodegeneracyjnych. Kwestia formowania ztogdéw jako mechani-
zmu obronnego komorek lub tez ich powstawanie, jako przyczyna tych schorzen,
pozostaje bowiem nadal niewyjasniona [79].

Bimolekularna komplementacja fluorescencji stata si¢ nie tylko wiodaca
technikg do badania oddzialywan biatko-biatko w celu zrozumienia samych me-
chanizmow molekularnych oraz molekularnego podtoza patogenezy wielu cho-
rob, ale takze metoda stuzacg do rozwoju nowych alternatywnych terapii, m.in.
w przypadku choréb nowotworowych. W zywych komérkach pochodzacych z li-
nii nowotworowych wykryto np. interakcj¢ pomiedzy czynnikiem indukowanym
hipoksja 1 (HIF-1) a septyng 9 (SEPT9 il — izoforma 1). HIF-1 jest czynnikiem
transkrypcyjnym o charakterze heterodimeru, odpowiedzialnym za regulacj¢ eks-
presji ponad 100 gendéw, w tym gendéw zwigzanych z proliferacjag komorek i an-
giogeneza nowotworéw. W warunkach normalnych czynnik ten jest konstytutyw-
nie produkowany, a nastgpnie degradowany przez system ubikwityna-proteasom
(ang. ubiquitin-proteasome system, UPS). W przypadku zaburzonej dostawy tlenu
do komorek i wystapienia spadku stezenia tlenu (ponizej 2% dla wigkszosci ko-
morek), czyli tzw. stanu hipoksji czynnik HIF-1 ulega stabilizacji, a jego zwigk-
szona aktywno$¢ obserwowana jest w wielu typach nowotworow [31]. Septyna
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SEPTY i1, nalezaca do konserwatywnej ewolucyjnie rodziny biatek cytoszkie-
letowych wigzacych GTP, jest z kolei czynnikiem stabilizujagcym podjednostke
czynnika indukowanego hipoksja 1 — HIF-1a oraz ulatwiajacym jego transport
migdzy cytoplazma a jadrem komorkowym [19]. Golan i Mabjeesh (2017) wyka-
zali specyficzng interakcje tych biatek w oparciu o metode BiFC, gdzie wykorzy-
stano dwa fragmenty biatka zottej fluorescencji YFP, koniec N — YN i koniec C —
YC). Testowano rowniez matoczasteczkowe zwiazki, ktéore moglyby wptywac na
interakcje tych dwoch bialek obserwujac zwigkszenie lub zmniejszenie intensyw-
nos$ci sygnatu BiFC. Wiedza ta moze by¢ przydatna do tworzenia nowych terapii
nowotworowych [19], polegajacych np. na blokowaniu okreslonych oddziatywan
z wykorzystaniem r6znych zwigzkéw matoczasteczkowych.

Chibazakura i Asano (2017) wykorzystali technike BiFC do badan na no-
wotworowych liniach komérkowych, chcac odpowiedzie¢ na pytanie, dlaczego
w niektorych liniach nowotworowych nie dochodzi do zatrzymania cyklu komor-
kowego pomimo normalnego poziomu ekspresji biatka p27 w tych liniach. Biatko
p27 jest gldéwnym inhibitorem kinaz zaleznych od cyklin (ang. cyclin-dependent
kinase, CDK) u ssakoéw i odgrywa znaczaca role w kontroli proliferacji komorek,
a jego inaktywacja moze prowadzi¢ do karcenogenezy. Wchodzi ono w interakcje
z kompleksem Cdk2-cyklina A odpowiedzialnym za regulacje cyklu komorko-
wego. Dzieki poznanej strukturze trzeciorzedowej kompleksu CycA-Cdk2-p27
stworzono konstrukcj¢ genetyczng CycA-YFPN i YFPC-p27 (do bialek dotaczono
komplementarne fragmenty biatka YFP). Po transfekcji komoérek pochodzacych
z linii komorkowej HEK293 (linia wywodzaca si¢ z ludzkich embrionalnych ko-
morek nerki, ang. human embryonic cell line) udalo si¢ wykry¢ specyficzng inte-
rakcje miedzy biatkami CycA i p27, a nastgpnie wykazano, ze biatka te formuja
funkcjonalny kompleks. Nastepnie, rowniez z wykorzystaniem techniki BiFC,
zbadano t¢ samg interakcje w nowotworowych liniach komérkowych: U-2 OS
(ang. human osteosarcoma), MDAHO041 (ang. human Li-Fraumeni syndrome fi-
broblasts), KATO 11l (ang. human gastric carcinoma), HeLa (ang. human uterine
cervix carcinoma), A431 (ang. human epidermoid carcinoma), Caco-2 (ang. hu-
man colorectal adenocarcinoma), HepG2 (ang. human hepatocellular carcino-
ma), Saos-2 (ang. human osteosarcoma), HT1080 (ang. human fibrosarcoma),
MCEF7 (ang. human breast adenocarcinoma cells) oraz w liniach kontrolnych
WI-38 (ang. human normal diploid fibroblasts) i HEK293. Sygnat BiFC wykryto
jedynie w szesciu przypadkach (w liniach U-2 OS, MDAHO041, KATO III, HeLa
oraz WI-38 1 HEK293). W pozostatych liniach nie wykryto sygnatu BiFC, wska-
zujac na stabsze oddzialywanie tych bialek, co potwierdzono metoda koimmu-
noprecypitacji. Wyniki te moga $wiadczy¢ rowniez o zmienionej post-translacyj-
nej regulacji biatek p27 1 CycA lub wptywie innych czynnikéw regulatorowych
w przypadku wybranych nowotworowych linii komérkowych [11].
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ZALETY I WADY METODY BiFC

Bimolekularna komplementacja fluorescencji jest technikg umozliwiajaca ba-
danie oddziatywan biatko-biatko bezposrednio w zywych komodrkach lub nawet
catych organizmach, co stanowi jej podstawowa zalete, gdyz zmniejsza to ryzyko
powstawania artefaktow, wynikajacych z nadekspresji badanych biatek i umiesz-
czeniu ich poza organizmem. Zalety i wady tej techniki zostaly opisane w wielu
pracach [14, 35, 37, 77]. Warto jednak podkresli¢ dwie zalety. Po pierwsze, z wy-
korzystaniem techniki BiFC mozna wykry¢ bardzo stabe i przejsciowe interakcje
migdzy biatkami (stata dysocjacji K~ 1 mM) [46], a oddziatujace ze sobg biatka
tworza staly, niecodwracalny kompleks. Ponadto technika BiFC dostarcza infor-
macji o lokalizacji subkomoérkowej badanych interakcji. Zalety te mogg okazaé
si¢ jednak w pewien sposob wadami; metoda ta jest nieodwracalna, co uniemoz-
liwia analiz¢ oddzialywan biatek w czasie rzeczywistym.

Dodatkowo, subkomoérkowa lokalizacja badanych interakcji powinna by¢
ostroznie interpretowana i zweryfikowana ze wzgledu na to, ze wchodzace w in-
terakcje biatka bedac w kompleksie BiFC moga nie zawsze znajdowac si¢ w ko-
morce w miejscu, w ktorym dochodzi do rzeczywistego oddzialywania pomigdzy

.-

RYCINA 4. Schemat przedstawiajacy wynik falszywie dodatni w technice BiFC. Badane biatka A1 D
potaczono odpowiednio z dwoma komplementarnymi fragmentami biatka fluorescencyjnego (czastecz-
ka reporterowa) — koficem aminowym (N) i koficem karboksylowym (C), ktore oddzielnie s3 nieak-
tywne, czyli nie emituja fluorescencji. Przy odpowiedniej konformacji i bliskim kontakcie koncéw N
i C, w momencie braku interakcji biatek A i D, moga zblizy¢ si¢ one na tyle blisko, aby fluorescencyjne
biatko odzyskato swoja aktywno$¢, co moze by¢ zaobserwowane w postaci sygnatu fluorescencji po
wzbudzeniu fluoroforu. Biatka A i D nie weszly jednak w interakcje, a wynik taki jest falszywie dodatni
FIGURE 4. Schematic representation showing the possibility of false-positive result using the BiFC
technique. The proteins of interest A and D were fused to two complementary fragments of the fluore-
scent reporter protein, the amino- (N) and carboxy-terminal fragments (C), respectively. These reporter
protein fragments are inactive separately, i.e. do not emit fluorescence. With a proper conformation
and a close contact of the N- and C-terminal fragments, when proteins A and D are not interacting, the
fluorescent protein may regain its activity. This can be observed as a fluorescence signal emitted after
the excitation of the fluorophore. Since proteins A and D did not interact, this result is a false positive
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tymi biatkami. Kolejng wada jest to, ze dwa fragmenty biatka fluorescencyjnego,
znajdujace si¢ w bliskiej odleglosci od siebie, moga ztaczy¢ sie ze soba nawet
przy braku interakcji badanych biatek (ryc. 4). Fluorescencyjne biatko odzyska
swoja aktywnos¢, emitujac fatszywie dodatni sygnat fluorescencji [43, 50].

ZALECENIA

EKSPERYMENTY Z UZYCIEM ODPOWIEDNICH KONTROLI

Jak wspomniano, w przypadku wad techniki BiFC, fragmenty fluorescencyj-
nych bialek fuzyjnych moga mie¢ silne powinowactwo i zblizajac si¢ stosunkowo
blisko ulec sfaldowaniu (przy braku interakcji), co z kolei prowadzi do utwo-
rzenia funkcjonalnej czgsteczki reporterowej i emisj¢ fluorescencji (wynik fat-
szywie dodatni) [43, 50]. Z tego wzgledu do eksperymentow z wykorzystaniem
techniki BiFC zaleca si¢ wlaczenie odpowiednich kontroli. Najlepsza kontrolg
stanowi wykorzystanie dodatkowego biatka, o ktorym wiadomo, ze nie wchodzi
w interakcje z badanym bialkiem, lub lepiej, uzycie zmutowanej wersji badane-
go biatka w miejscu jego oddzialywania [39] (jesli dostepne sg dane strukturalne
i znane sa domeny wchodzace w interakcje). Kontrola moze by¢ réwniez uzycie
jednego z fragmentow fluorescencyjnych niepotaczonego z jednym z badanych
biatek. Nie jest to jednak najlepsza kontrola, m.in. dlatego, ze takie konstrukcje
genetyczne moga roézni¢ si¢ poziomem ekspresji lub mie¢ inng lokalizacje subko-
morkowa niz kiedy wystepuja w fuzji z badanym biatkiem [6].

ANALIZA ILOSCIOWA SYGNALU FLUORESCENCJI

Nalezy rowniez wspomnie¢ o kwantyfikacji sygnatu BiFC, ktora jest nie-
zmiernie istotna w poprawnej interpretacji wynikow. Niektore komorki charakte-
ryzuja si¢ znaczng autofluorescencja, jak np. komoérki drozdzy. Istotne jest wigc,
aby w mikroskopie, w ktorym prowadzimy obserwacje, ustawi¢ odpowiedni ka-
nat rejestracji sygnatu autofluorescencji komorek (mozliwe jest to w przypadku
pracy z mikroskopem konfokalnym) tak, aby mozna bylo oddzieli¢ sygnat auto-
fluorescencji od wlasciwego sygnatu BiFC. Szczegotowy opis analizy ilo§ciowej
sygnatu BiFC zostal opisany przez Btaszczak i wsp. (2016). Podczas planowania
eksperymentow warto rowniez uwzgledni¢ znacznik wskazujacy na okreslong lo-
kalizacje subkomorkowa, np. marker jadrowy w fuzji z biatkiem czerwonej flu-
orescencji, jesli badane biatka znajdujg si¢ w fuzji z fragmentami biatka zoltej
fluorescencji [6].
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POTWIERDZENIE WYNIKOW ALTERNATYWNYMI METODAMI

Ostatni aspekt stanowi potwierdzenie wynikéw otrzymanych w ekspery-
mentach z wykorzystaniem techniki BiFC dodatkowg metoda. Jest to konieczne
szczegdlnie w przypadku, gdy nie posiadamy odpowiedniej kontroli (czyli np.
zmutowanej wersji biatka, ktéra blokowalaby interakcje). W tym celu mozna wy-
korzysta¢ szereg metod m.in. koimmunoprecypitacje¢, techniki PCA oparte o lu-
minescencj¢, jak BiLC lub termoforeza mikroskalowa (ang. microscale thermo-
phoresis, MST) [37].

PODSUMOWANIE

Oddziatywania biatko-biatko zaangazowane sg w szereg proceséOw komorko-
wych: podzial komérek, metabolizm, transdukcja sygnatu i odpowiedz immuno-
logiczna. Odszyfrowanie sieci interakcji komorkowych pomaga nie tylko zrozu-
mie¢ niektore podstawowe procesy biologiczne i mechanizmy molekularne, ale
moze prowadzi¢ do identyfikacji nowych celéw terapeutycznych oraz rozwoju
alternatywnych terapii w kierunku wielu chorob. Interaktom cztowieka jest na-
dal w duzej mierze niezbadany, poniewaz trudno jest skonstruowaé odpowiedni
system do wysokowydajnych badan przesiewowych. Dlatego tak wazne staja si¢
badania interakcji biatko-biatko w zywych komoérkach organizméw modelowych
oraz ludzkich liniach komérkowych, a technika BiFC jest jedng z metod umozli-
wiajacych szybka wizualizacje oddziatywan migdzy biatkami.

Jest ona stosunkowo czulg i tatwg technika opartg o mikroskopi¢ (mozliwos¢
wykorzystania prostego mikroskopu fluorescencyjnego lub mikroskopu konfokal-
nego). Wizualizacja lokalizacji interakcji biatko-biatko w komoérce odbywa sie
przez detekcje sygnatu fluorescencji. Kilka biatek fluorescencyjnych zostato po-
mys$lnie zoptymalizowanych i zastosowanych w doswiadczeniach z wykorzysta-
niem BiFC, w tym: GFP, YFP, Venus i mCherry. Ideg techniki jest podziat danego
biatka fluorescencyjnego na dwie czeséci, bedace w fuzji z badanymi biatkami.
Komplementarne fragmenty biatka fluorescencyjnego nie sg w stanie emitowac
sygnatu fluorescencji, natomiast w wyniku zblizenia si¢ do siebie dzigki interak-
cji badanych biatek taczg si¢ w funkcjonalne biatko fluorescencyjne, emitujac
sygnat. Wyniki mogg by¢ jednak falszywie dodatnie, gdyz nawet przy braku in-
terakcji, fragmenty fluorescencyjnych biatek, bedac w bliskiej odlegtosci, moga
utworzy¢ funkcjonalng czasteczke reporterowg. Dlatego, przy planowaniu eks-
perymentéw nalezy zawrze¢ odpowiednie kontrole lub potwierdzi¢ interesujacy
nas wynik alternatywna metoda. Bardzo wazne jest jednak to, ze komplementacja
biatek fluorescencyjnych prowadzi do wytworzenia nieodwracalnego kompleksu,
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co umozliwia wychwytywanie stabych i przejsciowych interakcji. W ostatnich
latach zmaksymalizowano potencjat techniki BiFC do badania wielu interakcji
biatko-biatko w wysokowydajny sposob (analizy na szeroka skale), a analizy od-
dzialywan biatkowych z jej wykorzystaniem dostarczyty juz wielu informacji na
temat mechanizmow molekularnych w réznych organizmach modelowych i ko-
morkach ssaczych.

PODZIEKOWANIA

Artykutl sfinansowano z grantu NCN nr 2016/21/D/NZ1/00285. Ewa Blasz-
czak otrzymata stypendium START Fundacji na rzecz Nauki Polskiej i Stypen-
dium Rzadu Francuskiego (BGF).

LITERATURA

[1]  Bacia K, Kim SA, ScHwiILLE P. Fluorescence cross-correlation spectroscopy in living cells. Nat Me-
thods. 2006; 3(2): 83-89.

[2]  BaEeE-J, Kim D-K, K C 1 wsp. LRRK2 kinase regulates a-synuclein propagation via RAB35 phos-
phorylation. Nat Commun. 2018; 9(1): 3465.

[3] BarTEL P, CHIEN CT, STERNGLANZ R, FIELDS S. Elimination of false positives that arise in using the
two-hybrid system. Biotechniques. 1993; 14(6): 920-924.

[4] BEGGARD T, LINSE S, JaMES P. Methods for the detection and analysis of protein-protein interactions.
Proteomics. 2007; 7(16): 2833-2842.

[5] Biwas S, EMoND MR, JonTEs JD. Protocadherin-19 and N-cadherin interact to control cell move-
ments during anterior neurulation. J Cell Biol. 2010; 191(5): 1029-1041.

[6] Braszczak E, PRIGENT C, RaBUT G. Bimolecular fluorescence complementation to assay the interac-
tions of ubiquitylation enzymes in living yeast cells. Methods Mol Biol. 2016; 1449: 223-241.

[7] BroNDEL M, BacH S, Bamps S 1 wsp. Degradation of Hof1 by SCF(Grrl) is important for actomyosin
contraction during cytokinesis in yeast. EMBO J. 2005; 24(7): 1440-1452.

[8]  Bracna-Dori K, SHICHRUR K, KaTZ A 1 wsp. Detection of protein-protein interactions in plants using
bimolecular fluorescence complementation. Plant J. 2004; 40(3): 419-427.

[9] Cascares E, Atmakuri K, Liu Z, Binns AN, CHRISTIE PJ. Agrobacterium tumefaciens oncogenic
suppressors inhibit T-DNA and VirE2 protein substrate binding to the VirD4 coupling protein. Mol
Microbiol. 2005; 58(2): 565-579.

[10] CHeN Y-C, CHENG T-H, LiN W-L 1 wsp. Srv2 Is a Pro-fission Factor that Modulates Yeast Mitochon-
drial Morphology and Respiration by Regulating Actin Assembly. iScience. 2019; 11: 305-317.

[11] CuiBAzaKURA T, Asano Y. Defective interaction between p27 and cyclin A-CDK complex in certain
human cancer cell lines revealed by split YFP assay in living cells. Biosci Biotechnol Biochem. 2017,
81(12): 2360-2366.

[12] CHien CT, BARTEL PL, STERNGLANZ R, FIELDS S. The two-hybrid system: a method to identify and
clone genes for proteins that interact with a protein of interest. Proc Natl Acad Sci US A. 1991,
88(21): 9578-9582.

[13] CirueLa F. Fluorescence-based methods in the study of protein—protein interactions in living cells.
Curr Opin Biotechnol. 2008; 19(4): 338-343.



384

[14]

[15]

[16]

(21]

[22]

(23]
[24]
[25]
[26]

[27]

[28]
[29]
[30]
[31]
[32]
[33]
[34]

[35]

M. SZCZEPANCZYK, E. BLASZCZAK

CoLE Kc, McLAUGHLIN HW, JonnsoN DI. Use of bimolecular fluorescence complementation to stu-
dy in vivo interactions between Cdc42p and Rdilp of Saccharomyces cerevisiae. Eukaryot Cell. 2007,
6(3): 378-387.

Dikeakos JD, THoMmas L, KwoN G, ELFERICH J, SHINDE U, THOMAS G. An interdomain binding site
on HIV-1 Nef interacts with PACS-1 and PACS-2 on endosomes to down-regulate MHC-1. Mol Biol
Cell. 2012; 23(11): 2184-2197.

Fan J-Y, Cut Z-Q, WEr H-P 1 wsp. Split mCherry as a new red bimolecular fluorescence complementa-
tion system for visualizing protein-protein interactions in living cells. Biochem Biophys Res Commun.
2008; 367(1): 47-53.

FIELDs S, SoNG O. A novel genetic system to detect protein-protein interactions. Nature. 1989;
340(6230): 245-246.

ForsTER T. Transfer mechanisms of electronic excitation. Discuss Faraday Soc. 1959; 27: 7-17.
GoLaN M, MaBieesH NJ. Imaging of hypoxia-inducible factor la and septin 9 interaction by bimo-
lecular fluorescence complementation in live cancer cells. Oncotarget. 2017; 8(19): 31830-31841.
HarMON M, LARKMAN P, HARDINGHAM G, JACKSON M, SKEHEL P. A Bi-fluorescence complemen-
tation system to detect associations between the endoplasmic reticulum and mitochondria. Sci Rep.
2017; 7(1): 17467.

HERNANDEZ-SANCHEZ IE, MARURI-LOPEZ I, GRAETHER SP, JIMENEZ-BREMONT JF. In vivo evidence
for homo- and heterodimeric interactions of Arabidopsis thaliana dehydrins AtCOR47, AtERD10, and
AtRABIS. Sci Rep. 2017; 7(1):17036.

HERNANDEZ-SANCHEZ [E, MARURI-LOPEZ I, MOLPHE-BALCH EP, BECCERA-FLORA A, JAIMES-MIRAN-
DA F, JiIMENEZ-BREMONT JF. Evidence for in vivo interactions between dehydrins and the aquaporin
AtPIP2B. Biochem Biophys Res Commun. 2019; 510(4): 545-550.

HEerRRERA F, OutEIRO TF. a-Synuclein modifies huntingtin aggregation in living cells. FEBS Lett.
2012; 586(1): 7-12.

Hiart SMm, Suyu YJ, DUurReN HM, Hu CD. Bimolecular fluorescence complementation (BiFC) analysis
of protein interactions in Caenorhabditis elegans. Methods. 2008; 45(3): 185-191.

HoweLL JM, WINSTONE TL, COORSSEN JR, TURNER RJ. An evaluation of in vitro protein-protein inte-
raction techniques: assessing contaminating background proteins. Proteomics. 2006; 6(7): 2050-2069.
Hu CD, CHiNENoV Y, KErPPOLA TK. Visualization of interactions among bZIP and Rel family proteins
in living cells using bimolecular fluorescence complementation. Mol Cell. 2002; 9(4): 789-798.
HyNEs TR, TANG L, MERVINE SM 1 wsp. Visualization of G protein betagamma dimers using bimo-
lecular fluorescence complementation demonstrates roles for both beta and gamma in subcellular
targeting. J Biol Chem. 2004; 279(29): 30279-30286.

Ito T, CHIBA T, OzAWA R, YOSHINDA M, HATTORI M, SAKAKI Y. A comprehensive two-hybrid analysis
to explore the yeast protein interactome. Proc Natl Acad Sci U S A. 2001; 98(8): 4569-4574.

JacH G, PescH M, RicHTER K, FRINGS S, UHRIG JF. An improved mRFP1 adds red to bimolecular
fluorescence complementation. Nat Methods. 2006; 3(8): 597-600.

JonnsoN N, WEsT M, Oporizzi G. Regulation of yeast ESCRT-III membrane scission activity by the
Doa4 ubiquitin hydrolase. Mol Biol Cell. 2017, 28(5): 661-672.

Jun JC, RATHORE A, Younas H, GiLkes D, PoLoTsky VY. Hypoxia-Inducible Factors and Cancer.
Curr sleep Med reports. 2017; 3(1): 1-10.

KerppoLa TK. Bimolecular fluorescence complementation (BiFC) analysis as a probe of protein in-
teractions in living cells. Annu Rev Biophys. 2008; 37: 465-487.

KEerppoLA TK. Design and implementation of bimolecular fluorescence complementation (BiFC) as-
says for the visualization of protein interactions in living cells. Nat Protoc. 2006; 1(3): 1278-1286.
KerppoLA TK. Design of Fusion Proteins for Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC).
Cold Spring Harb Protoc. 2013; 2013(8).

KerpporLA TK. Multicolor Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) Analysis of Protein
Interactions with Alternative Partners. Cold Spring Harb Protoc. 2013; 2013(9)



[36]
[37]
[38]
[39]
[40]

[41]

[42]

[43]
[44]
[45]

[46]

[47]

[48]
[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

BIFC W BADANIACH INTERAKCIJI BIALEK 385

KEerppoLA TK. Visualization of molecular interactions by fluorescence complementation. Nat Rev
Mol Cell Biol. 2006; 7(6): 449-456.

KHMELINSKIT A, BLAszczAK E, PANTAZOPOULOU M 1 Wsp. Protein quality control at the inner nuclear
membrane. Nature. 2014; 516(7531).

Kim SB, Kim HR, PARk MC, 1 wsp. Caspase-8 controls the secretion of inflammatory lysyl-tRNA
synthetase in exosomes from cancer cells. J Cell Biol. 2017; 216(7): 2201-2216.

Kopama Y, Hu CD. Bimolecular fluorescence complementation (BiFC): a 5-year update and future
perspectives. Biotechniques. 2012; 53(5): 285-298.

Kuptra J, Bock R. Lighting the Way to Protein-Protein Interactions: Recommendations on Best Prac-
tices for Bimolecular Fluorescence Complementation Analyses. Plant Cell. 2016; 28(5): 1002-1008.
Lar GH, LIEN YY Lix MK 1 wsp. VP2 of Chicken Anaemia Virus Interacts with Apoptin for Down-re-
gulation of Apoptosis through De-phosphorylated Threonine 108 on Apoptin. Sci Rep. 2017; 7(1):
14799.

Lee YR, Park JH, Haam SH 1 wsp. Development of bimolecular fluorescence complementation
using Dronpa for visualization of protein-protein interactions in cells. Mol Imaging Biol. 2010; 12(5):
468-478.

Levy ED, Kowarzyk H, Micanick SW. High-resolution mapping of protein concentration reveals
principles of proteome architecture and adaptation. Cell Rep. 2014; 7(4): 1333-1340.

Lmv S, Kiv D, Ju S 1 wsp. Glioblastoma-secreted soluble CD44 activates tau pathology in the brain.
Exp Mol Med. 2018; 50(4): 5.

LipATOVA Z, BELOGORTSEVA N, ZHANG XQ, Kim J, TaussiG D, SEGEV N. Regulation of selective auto-
phagy onset by a Ypt/Rab GTPase module. Proc Natl Acad Sci. 2012; 109(18): 6981-6986.
MaGLIERY TJ, WiLsoN CGM, PAN W 1 wsp. Detecting protein-protein interactions with a green flu-
orescent protein fragment reassembly trap: scope and mechanism. J Am Chem Soc. 2005; 127(1):
146-157.

MARTINEZ-FABREGAS J, D1aZ-MORENO I, GONZALEZ-ARZOLA K 1 wsp. New Arabidopsis thaliana Cy-
tochrome ¢ Partners: A Look Into the Elusive Role of Cytochrome ¢ in Programmed Cell Death in
Plants. Mol Cell Proteomics. 2013; 12(12): 3666-3676.

MatHIOUDAKIS M, KHECHMAR S, OWEN C 1 wsp. A Thioredoxin Domain-Containing Protein Interacts
with Pepino mosaic virus Triple Gene Block Protein 1. /nt J Mol Sci. 2018; 19(12): 3747.

MiLEv MP, BRowN CM, MouLAanD AlJ. Live cell visualization of the interactions between HIV-1 Gag
and the cellular RNA-binding protein Staufenl. Retrovirology. 2010; 7(1): 41.

MiLLer KE, Kim Y, Hun WK, Park HO. Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) Analy-
sis: Advances and Recent Applications for Genome-Wide Interaction Studies. J Mol Biol. 2015;
427(11): 2039-2055.

NaGal T, IBata K, Park ES, KuBota M, MikosiBa K, Miiyawaki A. A variant of yellow fluorescent
protein with fast and efficient maturation for cell-biological applications. Nat Biotechnol. 2002; 20(1):
87-90.

OH Y, ScHREITER JH, OkaDA H 1 wsp. Hofl and Chs4 Interact via F-BAR Domain and Sell-like
Repeats to Control Extracellular Matrix Deposition during Cytokinesis. Curr Biol. 2017; 27(18):
2878-2886.

ParrisH JR, Guryas KD, FINLEY RL. Yeast two-hybrid contributions to interactome mapping. Curr
Opin Biotechnol. 2006; 17(4): 387-393.

Pazos M, NATALE P, MARGOLIN W, VICENTE M. Interactions among the early Escherichia coli di-
visome proteins revealed by bimolecular fluorescence complementation. Environ Microbiol. 2013;
15(12): 3282-3291.

PEDELACQ JD, CaBANTOUS S, TRAN T, TERWILLIGER TC, WALDO GS. Engineering and characteriza-
tion of a superfolder green fluorescent protein. Nat Biotechnol. 2006; 24(1): 79-88.

PrLEGER KDG, SEEBER RM, EIDNE KA. Bioluminescence resonance energy transfer (BRET) for the
real-time detection of protein-protein interactions. Nat Protoc. 2006; 1(1): 337-345.



386

[57]
[58]
[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]
[65]

[66]

[67]
[68]
[69]

[70]

[71]

[72]
[73]

[74]

[75]

[76]

M. SZCZEPANCZYK, E. BLASZCZAK

PrLEGER KDG. Analysis of Protein—Protein Interactions Using Bioluminescence Resonance Energy
Transfer. Methods Mol Biol. 2009; 574(1): 173-183.

PrASHER DC, ECKENRODE VK, WARD WW, PRENDERGAST FG, CoRMIER MJ. Primary structure of the
Aequorea victoria green-fluorescent protein. Gene. 1992; 111(2): 229-233.

SHEARER RF, FriksTaAD KAM, MCKENNA J 1 wsp. The E3 ubiquitin ligase UBRS regulates centriolar
satellite stability and primary cilia. Mol Biol Cell. 2018; 29(13): 1542-1554.

SHiMOMURA O, JounsoN FH, Saiga Y. Extraction, purification and properties of Aequorin, a biolu-
minescent protein from the luminous hydromedusan Aequorea. J Cell Comp Physiol. 1962; 59(3):
223-239.

Suyu YJ, Liu H, DENG X, Hu CD. Identification of new fluorescent protein fragments for bimolecular
fluorescence complementation analysis under physiological conditions. Biotechniques. 2006; 40(1):
61-66.

Smaczniak C, ImMink RGH, MuiNo JM 1 wsp. Characterization of MADS-domain transcription fac-
tor complexes in Arabidopsis flower development. Proc Natl Acad Sci. 2012; 109(5): 1560-1565.
STEFAN E, AQUIN S, BERGER N 1 wsp. Quantification of dynamic protein complexes using Renilla
luciferase fragment complementation applied to protein kinase A activities in vivo. Proc Natl Acad
Sci US A.2007; 104(43): 16916-16921.

SunGg MK, Hun WK. Bimolecular fluorescence complementation analysis system for in vivo detec-
tion of protein-protein interaction in Saccharomyces cerevisiae. Yeast. 2007; 24(9): 767-775.

SunG MK, Lim G, Y1 DG 1 wsp. Genome-wide bimolecular fluorescence complementation analysis of
SUMO interactome in yeast. Genome Res. 2013; 23(4): 736-746.

Svensk E, DEVKOTA R, STAHLMAN M 1 wsp. Caenorhabditis elegans PAQR-2 and IGLR-2 protect
against glucose toxicity by modulating membrane lipid composition. PLOS Genet. 2016; 12(4):
¢1006112.

Tao W, LENG X, CHAKRABORTY SN, Ma H, ARLINGHAUS RB. ¢c-Abl Activates Janus Kinase 2 in Nor-
mal Hematopoietic Cells. J Biol Chem. 2014; 289(31): 21463-21472.

TonGg AHY, BooNg C. 16 High-throughput strain construction and systematic synthetic lethal
screening in Saccharomyces cerevisiae. Methods Microbiol. 2007; 36: 369-707.

Uerz P, Giot L, CAGNEY G 1 wsp. A comprehensive analysis of protein-protein interactions in Saccha-
romyces cerevisiae. Nature. 2000; 403(6770): 623-627.

VELA L, GonzaLo O, NavAL J, MARzZo L. Direct interaction of Bax and Bak proteins with Bcl-2 homo-
logy domain 3 (BH3)-only proteins in living cells revealed by fluorescence complementation. J Biol
Chem. 2013; 288(7): 4935-4946.

WaADT R, ScumipT LK, Lonse M, HasHiMoTo K, Bock R, KubpLa J. Multicolor bimolecular flu-
orescence complementation reveals simultaneous formation of alternative CBL/CIPK complexes in
planta. Plant J. 2008; 56(3): 505-516.

WALTER M, CHABAN C, ScHUTZE K 1 wsP. Visualization of protein interactions in living plant cells
using bimolecular fluorescence complementation. Plant J. 2004; 40(3): 428-438.

WaNG C, Liu W, WaNnG G 1 wsp. KTN8O confers precision to microtubule severing by specific targe-
ting of katanin complexes in plant cells. EMBO J. 2017; 36(23): 3435-3447.

WAaNG S, DING M, CHEN X, CHANG L, SuN Y. Development of bimolecular fluorescence complemen-
tation using rsEGFP2 for detection and super-resolution imaging of protein-protein interactions in live
cells. Biomed Opt Express. 2017; 8(6): 3119-3131.

WEBSTER BM, THALLER DJ, JAGER J, OcHMANN SE, BoraH S, Lusk CP. Chm?7 and Hehl collaborate
to link nuclear pore complex quality control with nuclear envelope sealing. EMBO J. 2016; 35(22):
2447-2467.

WOoUTERS E, VASUDEVAN L, CRANS RAJ, Saint DK, Stove CP. Luminescence- and fluorescence-based
complementation assays to screen for GPCR oligomerization: current state of the art. /nt J Mol Sci.
2019; 20(12): 2958.



BIFC W BADANIACH INTERAKCIJI BIALEK 387

[77] Xu'Y, Piston DW, JounsoN CH. A bioluminescence resonance energy transfer (BRET) system: appli-
cation to interacting circadian clock proteins. Proc Natl Acad Sci USA. 1999; 96(1): 151-156.

[78] Znanc HT, ZenG LF, HE QT, Tao WA, Zua ZG, Hu CD. The E3 ubiquitin ligase CHIP mediates
ubiquitination and proteasomal degradation of PRMTS. Biochim Biophys Acta — Mol Cell Res. 2016;
1863(2): 335-346.

[79] ZonNDLER L, MILLER-FLEMING L, REpict M 1 wsp. Di-1 interactions with a-synuclein attenuate ag-
gregation and cellular toxicity in models of Parkinson’s disease. Cell Death Dis. 2014; 5(7): e1350.

Redaktor prowadzgqcy — Maciej Zabel

Otrzymano: 16.10.2019

Przyjeto: 15.11.2019

Ewa Blaszczak

Zaktad Genetyki i Fizjologii Komorki, Instytut Biologii Eksperymentalnej
Wydziat Nauk Biologicznych, Uniwersytet Wroctawski,

ul. Kanonia 6/8, 50-328 Wroctaw

e-mail: ewa.blaszczak@uwr.edu.pl

tel. +48 71 375 41 02,

fax. +48 71 375 41 18






