
         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 di trascrizione sono  delle proteine   caratterizzate  da   un 

dominio che lega il DNA BD 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 direttamente viene a 

contatto con  il complesso trascrizionale  

 Sistema  a doppio ibrido 



•Il fattore di trascrizione Gal 4  può essere separato in  una unità capace di legare 

il DNA e una unità in grado di attivare la trascrizione. 

 

 147 residui N- terminali codificano per il DNA binding domain (DB) o “bait”  

 114 residui C-terminali  codificano per un fattore che attiva la trascrizione ( AD) 

“prey “ 

UAS 

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 ad esempio X ed Y (Field e Song 1989) 



X 

•il DNA del binding domain    deve 

essere fuso al DNA della  proteina X  

 

• il DNA del dominio attivatore deve 

essere fuso al DNA della protein Y.  

 

•Le due chimere devono essere 

espresse in una cellula in cui  sono 

presenti uno o più geni reporter 

.   

  

Y 

Costruzione   dei due  ibridi 

Se X ed Y interagiscono  si ha la ricostituzione funzionale dell’attivatore 

trascrizionale che attiva l’espressione del gene reporter 



I due vettori  contengono GAL4 binding domain fuso alla “Bait” 

protein  e  GAL4 activation domain fuso alla target protein 



 

Applicazione 
 

 Capacità di isolare rapidamente nuovi geni . 

 E’ possibile preparare delle” library” di cDNA fuse al dominio  di attivazione 

da introdurre in ceppi che esprimono  “DNA-binding domain” fusi alla 

proteina-esca.  

  

 

Limiti  
 

 

Non è possibile studiare l’interazione di proteine di membrana o di DNA 

binding protein che da sole abbiano  la capacità di attivare la 

trascrizione 



 Protein  Complementation Assay 

• la  proteina  reporter è separata  in due frammenti  

 

 

• i frammenti sono fusi geneticamente ai potenziali partners 

dell’interazione 

 

•il ripristino della funzionalità   della proteina reporter è mediato 

dall’interazione delle proteine partners 

 





Split ubiquitin membrane-based yeast two hybrid system 

L’ubiquitina è una proteina di 76 

amminoacidi che partecipa al turnover 

proteico 

L’estremita C- terminale 

dell’ubiquitina forma un legame 

ammidico con la proteina che deve 

essere degradata    

UBPs( ubiquitin- specific- proteases)  

idrolizzano il legame peptidico tra la 

proteina “ condannata” e l’ubiquitina 



La reazione avviene in tre tappe 

 

•E1 attiva l’ubiquitina mediante legame 

tioestere che avviene con il consumo di ATP 

 

• L’ubiquitina viene trasferita su E2 

 

•E3 ( PROTEINA-UBIQUITINA 

LIGASI)catalizza il trasferimento 

dell’ubiquitina su una lisina della proteina 

condannata 

E3 svolge un ruolo nel riconoscimento 

 della  proteina condannata 



•L’ubiquitina può essere espressa in due frammenti: 

 Nub ( N terminal fragment 1-34) 

 Cub (C-terminal fragment 35-76) che possono riassociarsi a formare l ’ubiquitina  

 

Al 5’ del DNA di Cub  è fuso il c DNA della  protein X 

al 3’di Cub è fuso il cDNA di TF 

al DNA di Nub è fuso il DNA della protein Y.  

 

 

NubG  ha una mutazione puntiforme (Ile13   Gly13) 

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 





Nub e Cub devono essere legate alla regione della proteina di 

membrana che si localizza nel citosol dato che la proteasi è 

localizzata nel citosol 

 

Pertanto non si può studiare l’interazione tra due proteine che hanno 

entrambe  le regioni C terminali  nel lumen del reticolo endoplasmatico 

  

E’ possibile avere informazioni  sull’orientamento della regione N e C 

terminale delle  proteine di membrane 





b

         

D 

 Oligosaccaril transferasi (OT) catalizza la N-glicosilazione sull’asparagina di 

una sequenza consenso Asn-X-Thr / Asn-X- Ser)   quando il polipeptide 

nascente è traslocato  nel reticolo endoplasmatico 

 



 

  

 

. 

Nel lievito  sono stati identificati nove geni che  codificano le subunità di questo 

complesso proteico di membrana OST1,OST2, OST3, OST4, OST5, OST6,WBP1, 

SWP1, STT3   

 

 

 In questo lavoro mediante   “split-ubiquitin system” sono stati chiariti due 

aspetti: 

 l’orientamento in membrana   di tutti i componenti  

 L’  interazione   in vivo delle diverse subunità 



Wbp1 interagisce con 

Ost2p Ost6p Stt3p  

Ostp2 Ost6p Stt3p hanno l’ N terminale  orientato nel citosol 



 

   

NubG è stato fuso al 3’ dei cDNA delle proteine dell’Oligosaccariltransferasi  

wbp1 Cub PLV 
Ost1 NubG 

Ost3p NubG 

Ost5p NubG 

Ost6p NubG 

Swp1p NubG 

Sttp3 NubG 

His 

lacZ 



 

Ost3 Ost6   Swp1 presentavano attività β galattosidasica 

e potevano crescere in assenza di His 

L’Nterminale di Ost3 e Swp1 era localizzato nel lumen del reticolo 



La coespressione di sia NubG Ost5p che di Ost5 NubGp con  

WbpiCubPLV portava a cloni che non complementavano   

Ciò poteva significare: 

1. Assenza di interazione in vivo con Wbp1 

2. Localizzazione sia dell’N-terminale che il C-terminale nel 

lumen del reticolo 

  



Ost5 ha sia l’N-terminale che il C-terminale  nel citosol 

e non interaisce con Wbp1 





•Ost1 e Stt3p interagiscono 

con diverse subunità 

•Ost3 Ost5 e Ost6 prendono 

contatti con un numero 

limitato di componenti 

•Ost2 e Ost4 interagiscono 

in vivo con molte subunità 

cosa che non era stata 

evidenziata esperimenti di 

crosslinking  

Interazione tra tutte le subunità di OT 



In vitro In vivo 



  

                               Enzimi 

Il folding indotto dall’interazione delle proteine partners 

porta al ripristino dell’attività enzimatica  

  

• Beta galattosidasi , 

• Deidrofolato reduttasi (DHFR)  

• Beta lattamasi  

 

• Disponibilità di substrati  permeabili cromogenici che 

permettono di rilevare facilmente l’attività enzimatica 

• Saggi basati sulla sopravvivenza  

 

   

 



La  catalizza la riduzione dell’idrofolato in 

tetraidrofolato importante per la biosintesi dei nucleotidi  

 

L’interazione tra le proteine partners è evidenziata:  

1sopravvivenza delle cellule seminate su terreni privi di nucleotidi 

2 saggio fluorescente in presenza di f MTX(METHOTREXATE) 

f MTX lega con elevata affinità DHFR    

    Kd = 540 pM 



A B C  CELLULE  COS 

D E F localizzazione di NPR1-DHFR E TGA2-DHFR 

trattate con acido salicilico (E ed F) 



Beta lattamasi enzima monomerico di 29kD 

Può essere scisso in due frammenti 24∼215  e  216∼286  che 

possono ricostituirsi   

L’interazione tra le proteine partners può essere evidenziata 

 

• misurando la resistenza all’ampicillina 

• Saggio colorimetrico con nitrocefina  
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• L’interazione può essere visualizzata in vivo 

  

• Non è necessario sovraesprimere le proteine 

    

• E’ possibile visualizzare l’interazioni deboli e transienti 

• La visualizzazione   dell’interazione  proteina-proteina 

non è in tempo reale 

 

• La multicolor bimolecular complementation assay 

permette la simultanea visualizzazione di complessi 

proteici nella stessa cellula  

  

 

 

 

 

 

 

 

 





E’ fluorescente anche a T di  65°C e   pH 11  

 S65T                  produce il fluoroforo 4 volte più velocemente del wt 

 

 

EGFP (Enhanced GFP) F64L-S65T       35 volte più fluorescente del wt  



Formazione del cromoforo 



Glu 222 è coinvolto nella formazione del fluoroforo  





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GFP  è separata  tra i residui  157 and 158 per produrre 

due frammenti non fluorescenti NGFP e CGFP. 

 

 







Altre proteine split 



  

 

. 

 

 

 

 

Simul 

 

 

 

Visualizzazione della complementazione tra frammenti di 

diverse proteine fluorescenti fuse  in cui il frammento N-

terminale è fuso a  bFos e quello C terminale a  bJun 

 





Monitoraggio dei cambiamenti conformazionali 

della MBP in seguito al legame con il maltosio 



BiFC: limiti 

L’interazione non è visualizzata in tempo reale 

Il complesso è irreversibile( pro e contro) 

Formazione di aggregati 

Uso di proteine di fusione 

Dipendenza dalla temperatura  







T4 = ( tau wt) 

T4C3 (tau cleaved)  

T4-2EC pseudofosforilata  S396/E, S404E  

ΔLys 280 





La complementazione di GFP è concentrazione dipendente 





Effetto della glicogeno sintasi  sull’aggregazione 

Complementazione effettuata con glicogeno sintasi GSK3β 

attiva  e denaturata (kd) 

T4 

T4 cleaved T4 pseudofosf 



 

Studi  di complementazione  tau, tau pseudofosforilata , tau 

cleaved rivelano che   

La glicogeno fosforilasi attiva 

1. diminuisce l’aggregazione di T4(aumenta la complementazione)   

2.  non ha effetto sull’aggregazione di T4 pseudofosforilata  

3.  aumenta l’aggregazione di T4 cleaved 



 T43EC (pseudofosforilata)sia attiva che inattiva  in 

presenza di GSK3 si ritrova associata  ai corpi di 

inclusione 



Tripartite Split-GFP system 



GFP10–11 

GFP1–9 

194–238 

1–193 

Inserito un linker flessibile che 

include un sito di clonaggio 

 Random PCR per migliorare il folding 



FRB rapamicina binding domain di   mTOR (acronimo di mammalian target of 

rapamycin,   protein-chinasi che fosforila serina e treonina che regola la crescita, la 

proliferazione, la motilità e la sopravvivenza delle cellule, la sintesi proteica e la 

trascrizione 

Studio dell’interazione tra rapamicina , FRB, FKBP 

http://it.wikipedia.org/wiki/Protein-chinasi
http://it.wikipedia.org/wiki/Protein-chinasi
http://it.wikipedia.org/wiki/Protein-chinasi
http://it.wikipedia.org/wiki/Serina_(chimica)
http://it.wikipedia.org/wiki/Treonina


Studio dell’interazione 

 tra rapamicina , FRB, FKBP 

 




