
Metodi di studio delle 
interazioni proteina-proteina

Metodi genetici basati su 
split proteins



• E’ un metodo genetico che usa l’attività trascrizionale come misura 
dell’interazione proteina-proteina in vivo

• Gli attivatori trascrizionali sono proteine caratterizzate da un 
dominio che lega il DNA (DBD) e un dominio che attiva la 
trascrizione (AD)

• Il dominio che lega il DNA serve per indirizzare il dominio 
attivatore sul gene che deve essere trascritto, mentre il dominio 
attivatore viene a contatto con il complesso trascrizionale

Sistema a doppio ibrido (Y2H: yeast two-hybrid)



Il fattore di trascrizione di lievito Gal4 può essere separato in un 
dominio capace di legare il DNA e un dominio in grado di attivare la 
trascrizione.

• 147 residui N-terminali codificano per il dominio che lega il DNA 
(DBD)

• 114 residui C-terminali codificano per il dominio che attiva la 
trascrizione (AD)

Per attivare la trascrizione, i due domini non devono necessariamente 
essere legati covalentemente, ma possono essere messi a contatto 
dall’interazione di altre due proteine X ed Y (Field e Song, 1989)



X• il cDNA del DNA binding
domain deve essere fuso al 
cDNA della  proteina esca

• il cDNA dell’activation domain
deve essere fuso al cDNA
della proteina preda

• le due chimere devono essere 
espresse in una cellula in cui 
sono presenti uno o più geni 
reporter posti sotto il 
controllo del promotore Gal

Y

Costruzione dei due ibridi

Se esca e preda interagiscono si ha la ricostituzione 
funzionale dell’attivatore trascrizionale Gal4 che attiva 
l’espressione del gene reporter



I due vettori che contengono Gal4 DNA binding domain fuso alla 
‘Bait’ protein e Gal4 activation domain fuso alla ‘Target’ protein

Il gene reporter di solito complementa una auxotrofia o è un enzima 
la cui attività è facilmente rivelabile (es. lacZ, HIS3)



Il ceppo ospite deve
• avere il gene reporter sotto il controllo del promotore Gal
• avere il gene GAL4 inattivato
• essere auxotrofico per i marcatori di selezione dei due vettori 

per l’espressione delle due proteine di fusione, e per il gene 
reporter (eventuale)

Come si inattiva un gene in lievito?



Come si inattiva un gene in lievito?

• Mutageni chimici (aspecifici)

• Cassette geniche per ricombinazione omologa (gene-specifiche)

• Verifica ➔ screening fenotipo e analisi del DNA genomico (PCR)



Applicazioni Y2H

Capacità di identificare rapidamente proteine che 
interagiscono con la proteina ‘esca’.
E’ possibile preparare delle librerie di cDNA fuse al 
dominio di attivazione AD da introdurre in ceppi che 
esprimono DNA-binding domain DBD fuso alla proteina 
‘esca’ 

Limiti

Non è possibile studiare l’interazione di proteine di 
membrana o di DNA binding protein che da sole hanno la 
capacità di attivare la trascrizione



Protein Complementation Assay

• la proteina reporter è separata in due 
frammenti 

• i frammenti sono fusi geneticamente ai 
potenziali partner dell’interazione

• il ripristino della funzionalità della proteina 
reporter è mediato dall’interazione delle 
proteine partner esca e preda



Alcuni esempi di split proteins



Split-ubiquitin membrane-based
yeast two hybrid system

L’ubiquitina è una proteina di 76 
amminoacidi che partecipa al 
turnover proteico

L’estremità C-terminale 
dell’ubiquitina forma un legame 
ammidico con la proteina che 
deve essere degradata   

UBP ubiquitin-specific proteases
sono proteasi citosoliche che 
idrolizzano il legame peptidico tra 
la proteina ‘condannata’ e 
l’ubiquitina



L’ubiquitina può essere separata in due frammenti:
Nub N-terminal fragment (1-34)
Cub C-terminal fragment (35-76)

Al 5’ del cDNA di Cub è fuso il cDNA della  
proteina esca (X)
Al 3’ del cDNA di Cub è fuso il cDNA di un 
fattore di trascrizione TF
Al 5’ del cDNA di NubG è fuso il cDNA della 
proteina preda (Y)

NubG ha una mutazione puntiforme 
(Ile13Gly) che non permette l’associazione 
spontanea con Cub. L’associazione avviene 
solo quando le due proteine fuse (X e Y) 
interagiscono

Costruzione dei due ibridi



• L’associazione tra esca e preda ricostituisce l’ubiquitina e permette 
l’azione della proteasi UBP che libera TF lexA-VP16.

• LexA-VP16 regola l’espressione di geni reporter (HIS3 e lacZ) la cui 
attività è facilmente rilevabile.



NubG e Cub devono essere fuse alla estremità della proteina di 
membrana che si localizza nel citosol perchè la proteasi UBP è 
localizzata nel citosol

Svantaggio: in uno screening per identificare nuovi partner di 
interazione della proteina esca si potrebbero non individuare tutte 
le proteine che interagiscono (falsi negativi)

Vantaggio: è possibile avere informazioni sull’orientamento della 
estremità N e C terminale delle proteine di membrana

➔ Fusioni NubG-X e X-NubG

Requisiti e limiti del sistema split-ubiquitina



Vettori per la costruzione dei due ibridi

È possibile costruire fusioni con la sequenza 
codificante della split-ubiquitina al 5’ o al 3’ di X e Y  



Un esempio…
Wbp1p-Cub + fusione proteina X-Nub
➔ Si produce un segnale
➔ L’estremità C-terminale della proteina X si trova nel citosol

Wbp1p-Cub + fusione Nub-proteina X 
➔ NON si produce un segnale anche se le due proteine 

interagiscono
➔ L’estremità N-terminale della proteina X non si trova nel citosol



Protein Complementation Assay
Enzimi come proteine reporter

Il folding indotto dall’interazione delle proteine 
partner porta al ripristino dell’attività enzimatica 

• beta-galattosidasi (lacZ)
• diidrofolato reduttasi (DHFR)
• beta-lattamasi (bla)

• Disponibilità di substrati permeabili cromogenici
che permettono di rilevare facilmente l’attività 
enzimatica

• Saggi basati sulla sopravvivenza 



La diidrofolatoreduttasi catalizza la riduzione del diidrofolato in 
tetraidrofolato, importante per la biosintesi dei nucleotidi 

DHFR murina è separata in due frammenti: 1-105 e 106-186
L’interazione tra le proteine partner è evidenziata: 
1. sopravvivenza di cellule DHFR- seminate su terreni privi di 

nucleotidi
2. Dosaggio della fluorescenza di fMTX (Methotrexate marcato con 

una sonda fluorescente)

fMTX lega con elevata affinità DHFR   
Kd = 540 pM

Limiti del sistema: il tempo di risposta 
è elevato (da ore a giorni)



Beta-lattamasi enzima monomerico di 29 kDa
Può essere scisso in due frammenti 24-215 e 216-286 che 
possono ricostituirsi  
L’interazione tra le proteine partner può essere evidenziata
• misurando la resistenza all’ampicillina
• saggio colorimetrico con nitrocefina 

Beta 

lattamasi



Bimolecular Fluorescent Complementation (BiFC)

Il folding della proteina fluorescente indotto 
dall’interazione delle proteine partner porta alla 
formazione del cromoforo



Struttura della GFP (Green Fluorescent Protein) 
di Aequorea victoria



Formazione del cromoforo

La formazione del 
cromoforo è spontanea



GFP può essere separata tra i residui 157 
e 158 per produrre due frammenti non 
fluorescenti N-GFP e C-GFP.

La multicolor bimolecular complementation assay
permette la simultanea visualizzazione di complessi 
proteici nella stessa cellula



Altre varianti di GFP split

 Abs/emissione
(nm)

EGFP 488/509
YFP 514/527
CFP 433/475
BFP 402/457





FRET  
Fluorescence Resonance Energy Transfer

Trasferimento non radiativo di energia (dipolo-
dipolo) da parte di un donatore fluorescente ad un 
accettore fluorescente.

Il trasferimento di energia dipende da:
• proprietà spettrali 
• orientamento
• distanza tra donatore e accettore (1-10 nm)



Lo spettro di emissione del donatore e lo spettro di 
eccitazione dell’accettore devono essere parzialmente 
sovrapposti

E  = efficienza di trasferimento

r = distanza tra cromofori

 = resa quantica

 = efficienza di conta

R0 = distanza alla quale avviene il 

50% del trasferimento di energia (è 

specifica per ogni coppia di fluorofori)

Si osserva FRET se l’eccitazione 
a donatore produce emissione da 
parte dell’ accettore (a accettore)



◆ Interazioni proteina-proteina in vitro 
e cambiamenti conformazionali di 
proteine

◆ Interazioni proteina-proteina in vivo 

Applicazioni della FRET



Varianti di GFP con proprietà 
spettrali diverse



DsRed, proteina fluorescente rossa dal 
corallo Discosoma sp.



Varianti di GFP e DsRed 
con proprietà 
spettroscopiche diverse.
Queste proteine sono 
state ottenute per 
mutagenesi casuale e 
sito-specifica.



FRET CFP-YFP

Le proteine CFP e YFP 
sono utilizzate come 
donatore e accettore  
in esperimenti di FRET 
anche se la 
sovrapposizione degli 
spettri di emissione  è 
elevata.
Si analizza il rapporto 
fluorescenza CFP/YFP

È possibile effettuare 
FRET in vivo su 
proteine di fusione



Si misura l’incremento di emissione 
dell’accettore o la diminuzione 
dell’emissione del donatore

Si misura l’incremento di 
emissione del donatore dopo 
sbiancamento dell’accettore

Analisi FRET CFP-YFP



Analisi del complesso ternario dei fattori 
di trascrizione AP-1 e NFAT

BiFC-FRET tra Cerulean e Venus,
due varianti di CFP e YFP.
NFAT1 è un fattore di trascrizione 
richiesto per lo sviluppo delle 
cellule T e forma un complesso con 
il fattore AP-1 (eterodimero Jun-
Fos).
La regione‘leucine zipper’ di Jun e 
Fos è fusa alle regioni N- e C-
terminale di Venus (BiFC).
L’interazione con NFAT1 produce 
FRET tra Cerulean e Venus 
ricostituita.



Phage display

• Tecnologia descritta nel 1985 da George 
Smith (Nobel per la Chimica nel 2018) per 
selezionare peptidi/proteine che legano una 
molecola bersaglio 

• Prevede l’esposizione di peptidi/proteine sulla 
superficie di un fago

• Le sequenze codificanti di peptidi o proteine 
vengono fuse alla sequenza di una proteina 
dell’involucro del fago

• Il fago filamentoso lisogenico M13 e la sua 
proteina pIII sono i più utilizzati



Phage display

Fusione al 5’ della 
proteina pIII

Costruzione di un 
fagemide e 
cotrasformazione
in E. coli con un 
fago helper



Phage display: strategia di selezione dei fagi 
che legano la molecola bersaglio (proteina esca) 

immobilizzata



Phage display: limiti per l’analisi di interazioni 
proteina-proteina

• Dimensioni degli inserti < 1500 bp

• Esporto nel periplasma per l’assemblaggio delle particelle fagiche

• Costruzione librerie di cDNA/ORF complessa: è necessario che gli 
inserti siano in frame con la sequenza di pIII e non devono essere 
presenti codoni di stop

• Fusioni dirette o indirette a pIII

• Sistema jun-fos: fusione pIII-jun e fos-libreria cDNA. 
L’interazione jun-fos è stabilizzata da ponti disolfuro introdotti 
ad hoc
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