Interazionli proteina-proteina

 Glocano un ruolo fondamentale
nell’ organizzazione strutturale e
funzionale della cellula

* Interazioni stablili: complessi proteici

* Interazioni transienti : controllano la
maggioranza di processi cellulari



L’ interazione proteina- proteina
puod essere identificata analizzando I’ effetto prodotto

L’ interazione proteina-proteina puo:

1. Modificare le costanti cinetiche di un enzima

2. Indirizzare il substrato verso una determinata via metabolica (substrate
channeling)

3. Determinare la formazione di un nuovo sito di binding ( F1 ATPasi)

4. Cambiare la specificita di una proteina per un suo substrato

(interazione dei fattori di trascrizione con I’ RNA polimerasi indirizza
I” enzima verso diversi promotori)



Interazionli proteina-proteina

Metodi biochimici : cromatografia di affinita
overlay
crosslinking
Co-immunoprecipitazione



CROMATOGRAFIA DI AFFINITA’

Il metodo si basa sulla formazione reversibile del complesso BPL

* Il legame tra ligando L e “ binding-protein” BP deve essere reversibile

BP + L » BPL
BINDING PROTEIN LIGANDO COMPLESSO
K

Kip [BP][L]=k,4[BPL]

G Lok, BRI

K.y [BPL]



Complessi con Kp>10“4M sono difficili da identificare
Complessi con Kp<1019M difficilmente si possono eluire in condizioni native
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Matrice : una matrice ideale deve avere le seguenti caratteristiche:
«Contenere gruppi chimici adatti per il legame covalente

*Essere stabile nelle condizioni di legame

*Essere inerte

Possono essere suddivise in due categorie principali:

POLIMERI NATURALI: POLISACCARIDI ( agarosio, destrano, cellulosa)

POLIMERI SINTETICI ( polistirene, poliacrilati))
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Poliacrilammide
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ligandi

*Devono avere uno o piu gruppi adatti per il legame covalente non coinvolti con il
legame con la binding protein .

*| gruppi piu comuni sono —NH,, COOH, SH, OH

Residui reattivi delle proteine

Table 5.8. Reactive residues of proteins®

Residue Originaling amino acid
—NH, &-Amino of L-lysine and N-terminus amino group
—SH Thiol of L-cystcine
—COOH Carboxyl of L-aspartate and L-glutamate and C-terminu
carboxyl group
—@—Oll Phenolic of L-tyrosine
H NIi
_rh -C// Guanidino of L-arginine
\
NH,
N NH Imidazole of L-histidine
N
—S—S— Disulphide of L-cystine
QT Indole of L-tryptophan
N
H
CH;—S— Thiocther of L-methionine
—CH,0H Hydroxy! of L-serine and L-threonine
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In genere si interpone al ligando un braccetto
spaziatore di dimensione variabile che aumenti
I’accessibilita della binding protein al ligando
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Lable 8.

Chemical group Length of
on ligand Spacer amm

Structure of spacer arm

Product
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Procedura di accoppiamento mediante bromuro di cianogeno ( gruppi amminici)

« Attivazione della resina a pH alcalino
* Aggiunta del ligando da immobilizzare
« |nattivazione dei rimanenti gruppi attivi

« Lavaggi
e /-OH o '
e NaOH attivazione con
£ OH™ CNBr
§/-OH -OH
N
NH3
I
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Estere cianato Derivati dell'isourea



Cyanogen bromide
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Procedura di a ccoppiamento con I’ estere della N-idrossisuccinimmide (
gruppi amminici)
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Accoppiamento mediante epossidi pH basico ( gruppi NH,,SH,OH)
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Procedimento per legare proteine contenenti gruppi SH

Sepharose — S =S

reducing agent

Sopharose — §— 5= R —————— Sephaross — SHiRSH«R'=5=5=R'

L’ attacco prevede uno scambio tra gruppi tiolici
formazione di ponti disolfuro tra proteina e resina
liberazione di 2 piridiltione

2 piridil-tione

assorbe a 343nm



SPAZIATORI
contengono un secondo gruppo funzionale a cui il ligando puo essere legato
Esempi sono:

1-6 diamminoesano

2N NH
L

"
B Agarosio — QO + HaN(CHZ)gNH, Agarosio —C\NH(CH £
28 2

||

Diaminocesano Isourea

Anidride succinica

w 0 ° 0 Agarosio EH
C Agarosio —C —Co
SNH(CHz)eNH, * T T NH(CH,)sNHCOCH,CH,COOH
Isourea Anidride succinica RyCOOH
Carbodiimmidi Bel ot g
Gy HN 7
2 GG s N *  RyCOOH —— ~o
oCHz (CHz)3 \CH3 ,g
Ry SO

-~

Carbodiimide solublle Carbossile attivato attaccato all'agarosio



Reazione di accoppiamento tra gruppi carbossilici e gruppi amminici
mediante carbodiimmidi ( Formazione legame ammidico)

H
|
D H'I_H_E:H_HI
1 T [B
Ry—N=C=N—R; +Ry—C—OH — = R3—C-—
(EDC) T ||
0
H 0 H 0
| i) I | I
~N—C=N—Ry e Ry C—NRy + G
RaNH; RHN NHR
Hg—c 0 1 ;
T (Urea)

0

(EDC) N-etil-N’ -(3-dimetilaminopropil) carbodimide reagisce con il gruppo carbossilico
attivandolo ed é rilasciata sottoforma di ura dopo l'attacco nuckeofilo del grupo
amminico R,;NH,



Applicazione di tali tecniche per immobilizzare ligandi sui CHIP utilizzati in SPR



IMMOBILIZZAZIONE DEL LIGANDO su CHIP CM5 ( destrano carbossimetilato)
mediante accoppiamento di gruppi amminici
L” immobilzzazione del LIGANDO sulla superficie del chip prevede 3 fasi:

1. ATTIVAZIONE: i gruppi carbossilici vengono attivati chimicamente tramite N-etil-N’ -
(3-dimetilaminopropil) carbodimide cloridrato (EDC) N-idrossisuccinimmide (NHS)

2. COUPLING: il ligando che contiene gruppi NH2 reagisce coi gruppi carbossilici

attivati della matrice ( esteri dell’ Nidrossisuccinimmide),

3. INATTIVAZIONE: gli esteri dell'Nidrossisuccinimide che non hanno reagito con il
ligando vengono fatti reagire con ETANOLAMINA.



Reazione di accoppiamento tra gruppo carbossilico e carbodiimmidi
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La carbodiimmide reagisce con il gruppocarbossilico a pH4.5 per
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Ossiacilurea reagisce con I’Nidrossisuccinimide per formare
I’estere dell’Nidrossisuccinimide e urea
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Produzione di proteine ricombinanti con affinity tag

Fusion-protein vector:
Promotors etc. ¢C|°ni”9 site

= ATG

Transcription/translation

Product is fusion of @]ﬁ
and Affinity tag

v



AFFINITY TAG

Peptidi o proteine che possono essere purificate mediante
I”interazione a piccole molecole immobilizzate sulle resine Ad
esempio

« HisTag, glutatione S-transferasi, maltosio binding protein

si legano aresine che contengono rispettivamente un metallo
chelato, il glutatione ed il maltosio)

» Peptidi che possono essere purificati su resine in cui sono
immobilizzate le proteine partners (calmodulin binding protein)
CBP silegaaresinein cui e stataimmobilizzata la calmodulina

« Peptidi che possono essere purificati su resine in cui sono
immobilizzati anticorpi ( peptide FLAG etc)



DYKDDDDK
EQKLISEEDL
MASMTGGQQMG
QPELAPEDPED
RPKPQQFFGLM
YPYDVPDYA

bynthetic FLAG
human c-Myc
T7 gene 10
HSV protein D
substance P
influenza HA1

N, C terminal
N, C terminal
N terminal
C terminal
C terminal

N, C terminal

anti-FLAG M1
9E10

T7.Tag Ab
HSV.Tag Ab
NC1/34
12CA5




TAP TANDEM AFFINITY PURIFICATION tag consiste di due IgG binding
domains (proteina A di Staphylococcus aureus) un peptide che lega la
calmodulina (CBP) separati da un sito di taglio di per una proteasi TEV

il TEV site
v
onrr R cER A Prote
TEV site
v

ProtA CBP BAIT
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FIG. 1. (A)Schematic representation of the C- and N-terminal TAP
tags. (B) Overview of the TAP purification strategy.




Functional organization of the yeast proteome by
systematic analysis of protein complexes,

Gavin AC et al.

Nature 415, 141-147 ( 2002) |
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Table 1 General features of the TAP tags discussed in the text

TAP tag Approximate size (kDa) Recovery (%) Cleavage site References

ProtA-CBP 21 20-30° TEY Rigaut et al. {1999
SBP-CEP g NA" None™ Braman et al. (2007)
FLAG-HA 3 NA None Zenser et al. (2008)

ix FLAG-His 3 11-210) None Yang et al. (2006)
ProtA-ProtC 19 10-210) TEV Schimanskn et al. (2005)
ProtG-SBP 19 5 TEV Biirckstiimmer et al. (26)
2% FLAG-ProtA 19 5-3) TEY Tsai and Carstens {2(N)
His-2% Strep I fi 16 1% TEY Criannone et al, (2007)

2% Strep [1-FLAG 5 2748 None Gloeckner et al, (2007)
SEP-HA 5 340 None Glatter et al. (2009)
SBP-His g+ 11 =50) None Lietal, (2011)

His-hiotin 10 NA None Tagwerker et al. (2006)
GFP-S/His" 16 MA TEVHRVIC! Cheeseman and Desar (2005)

' The average value in yeast (the corresponding value in higher eukaryotes is usually much lower)
T NA not available

* Enzymatic cleavage 1s not reguired



Protein Sci. 2011 Jan;20(1):140-9.
Highly efficient purification of protein complexes from mammalian cells using a novel streptavidin-binding

peptide and hexahistidine tandem tag system: application to Bruton's tyrosine kinase.
Li Y, Franklin S, Zhang MJ, Vondriska TM.
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Dual streptavidin- and calmodulin-based purification
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Figure 2. Western blot analysis of human Btk expression
ind extraction. Whole cell lysate (WCL) of pNTAP-hBtk- or
:mpty vector- (PNTAP-null) transfected HEK-293 cells were
separated along with supematant (sup) or pellet (pel)
axtraction from pNTAP-hBtk transfected cells, followed by
mmunoblotting for Btk. [Color figure can be viewed in the
line issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]
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Separate Bik-associated
proteins (or pull down
from vector transfected
control)by SDS-PAGE
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Dual streptavidin- and nickel-based purification
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Table II. Btk Interacting Proteins Identified by TAP and Mass Spectrometry

UniProt/TP1 Protein Name MW*  Xcorr" Enown Funetion®
P23396/TPIMNN1253 408 ribosomal protein 53 26,671 80,3 Protein translation machinery
QOY4WEIPION001081 AFG-like protein 85,528 402 ATP-dependent protease
PER1STPION21428 Alpha skeletal actin 42023 2164 Contraction
P12814/PIMM1E508  Alpha-actinin 102,993 602 Myofilament (actin) anchoring protein
P25T05TPI00440493 ATP synthase alpha subunit 59,713 2103 ATP production in mitechondria
PESTETPINE034T6 ATP synthase beta subunat 56,624 1403 ATP production in mitochondria
QEBYXTIPIONEEET12  Beta-actin 41,888 1783  Cytoskeleton
B4DMHSIPIONTHE401  Coronin-10 49,347 30,3  Cytokinesis, cell motility
00067 LTPION215637 DDXAX, ATP-dependent 73,198 302 Nucleotide-banding, RNA processing
RMNA helicase
16643/ TPIOMAIE406 Direbrin 71,381 30.3 Cell migration
QUEINTPION14424 Elongation factor 1 alpha 50,438 302  Promotes t-RNA binding to ribosome
P213331PI00302592 Filamin-A 279,841 302 Anchors eytoskeleton to membrane
Pod406/TPI0219018 Glyceraldehyde-3-phosphate 36,030 402 Glyeolytic enzyme
dehydrogenase
QEEYZFTPIN03S8625  Hornerin 282,226 403  Epidermis formation
P1364 T TPIMO986T Keratin, type I1 62,340 2503 Cyloskeletal structure
QOHIRWIPIM221127  Myosin light chain kinase 2 64,644 402  Repulates contraction of striated muscle
PRI LIPG04 664 MNADH-ubiguinone oxidoreductase 80,945 M3 Mitochondrial reapiratory chain
P23246/TPI00010740 SFPG, splicing factor 76,101 1102  Nucleotide-binding, spliceosome Tormation
PO2549TPINN220741 Spectrin, alpha chain 279,998 402 Cytoskeletal structure
P4092PIMNNE1522  Trifunctional enzgyme, alpha subunit 82,947 0.3  Fatty acid metabolism
PERISETPIMOT TS0 Tubulin, alpha 4A chain 49892 30,2 Major eonstituent of microtubules
PE83TLTPIOOTTES Tubulin, beta 2C chain 49799 383  Major constituent of microtubules
Q12792TPI001 83508 Twinfilin 43,880 40,3 Actin hinding, polymerization

* Molecular weight, as calculated from amino acid sequence,

" As determined by SEQUEST from highest single run in which protein was identified.
* Determined from UniProt annotation.



Affinity blot, Overlay o Far Western blotting

La tecnica prevede la

*separazione delle proteine da analizzare in SDS-PAGE

* blotting su nitrocellulosa o PVDF

*” incubazione con la sonda di interesse (proteina di cui si vuol studiare I’ interazione).

La sonda proteica puo essere :

*Radioattiva

*Biotinilata, fluorescente

 una proteina di fusione per la quale sono disponibili anticorpi

Limiti;
SDS-PAGE avviene in condizioni riducenti e denaturanti



Motivi consenso riconosciuti dalle 14-3-3

RSXpSXP (mode [) RXY/FXpSXP (mode II)

pSX-COOH  (mode lll) pSX,-X,COOH ( mode lll)




Metodo con il quale e stata prodotta la 14-3-3
ricombinante marcata con 3°P

Sito di fosforilazione
per la PKA

: protain X
GST l fusion protein bound to

glutathione-coated beads

v
LN T P EETTTEEE COOH
2 ?

Sito di riconoscimento
per la trombina

k ATP-PKA

L

< Trombina

14-3-3



Overlay DQDD @ |
o affinty blot © Proteine

©~ © daanalizzare
SDS_PAGE

fil 7
OO | migrazione
X K

e 8 @

1 Trasferimento
su filtro di
nitrocellulosa

bande
proteiche

Incubazione del filtro con la sonda

(p60t6361a radioattiva )

04

—1 Autoradiografia




IMMUNOPRECIPITAZIONE
E’ un metodo per purificare un antigene proteico utilizzando un anticorpo

« Sifa reagire un anticorpo (monoclonale o

Cf IR policlonale) con un target specifico
7\ ] f\ [ ] j « Siaggiunge la proteina A o proteina G
— Immobilizzata su sefarosio

ke e if’"’" « Si “precipita” I'immunocomplesso per

. pr| — P N VI centrifugazione Ogni proteina non

R i g e . “precipitata” dal supporto- proteina Ao G

\/ o viene lavate via
& e Sianalizza 'immunocomplesso
precipitato

CO-IMMUNO PRECIPITAZIONE
Lareazione di immunoprecipitazione
puo far “precipitare” oltre all’antigene
altre proteine che interagiscono con
I’antigene




Valutazione co-immunoprecipitazione

| componenti dell’ immunocomplesso sono eluiti e analizzati su SDS-
PAGE seguita da Western blot per verificare I’ identita dell’ antigene

— Confermare che le proteine co-precipitate si ottengano solo con
I” anticorpo contro la proteina esca

— Verificare che I’ anticorpo non riconosca direttamente le altre
proteina co.precipitate

— Determinare che I’ interazione avvenga nella cellula e non sia una
conseguenza della lisi



Biochem. J. (2005) 388, 4755 (Printed in Great Britain)
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Subcellular distribution of GABA; receptor homo- and hetero-dimers
Josée-France VILLEMURE®, Lynda ADAM*, Nicola J. BEVANY, Katy GEARING+, Sébastien CHENIER* and Michel BOUVIER*23

*Department of Biochernistry, Université de Montréal, C. P. 6128, succursale Centre-Ville, Mantreal, OC, Canada H3C 347, and +GlaxoSmithkline Research and Development,
Medicines Research Centre, Gunnels Wood Road, Stevenage, Hertfordshire 561 2NY, LLK,



IP:  Ant-Myc IP:  AntiHA

WE : Ant-Myc WEB @ Ant-HA o . .
Immunoprecipitazione su estratti
P ¢ oo RO g sy totali e membrane di cellule HEK293
W] - trasfettate rispettivamente con:
H“ = Myc GBR1b e HA GBR2 o
' h' _ cotrasfettate Myc GBR1b e HA GBR2
wocane L .')_\\ _' l“ Jbis-CERD
]
GBR1b € GBR2 € espresso
espresso solo sia nella frazione
nella frazione citoplasmatica (T)
citoplasmatica che nelle
(T) delle cellule membrane(S) di
trasformate solo cellule trasformate
con Myc GBR1b con HA GBR2

GBR1b € presente in membrana nelle
cellule che coesprimono i due recettori



GBR2 & necessario per la localizzazione di GBR1b in membrana



Immunoprecipitazione su cellule trasfettate con MycGBR1b e HA GBR1b o
con MycGBR1b e HA GBR2

IP:  Anti-Myc IP:  Anti-HA
WEB: Anti-HA WB: Anti-Myc
WoGBR1E  MyoGERTE Myo GER1b
mock MAGER®  MAGER2 ek HAGAR2
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GBR1b dimerizza GBR1b forma
e forma complessi eterodimeri con
a piu alto peso GBR2 presente
molecolare ma e anche in
espresso solo nel membrana

citosol (corsia 3)



Analisi di immunofluorescenza per determinare la
localizzazione di GBR1b e GBR2 utilizzando
costrutti in cui | due recettori erano fusi al C-
terminale con GFP o luciferasi

A la distribuzione di GBR1b nei
A B tre costrutti € identica: GBR1b
Myc-Rik Myc-Rik-Luc Myc-R1b-GFP10 HA-GBR2 HA-GBR2-LucHA-GBR2-GFP10 < .
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Interazione tra GBR1b e GBR2 misurata con BRET

GBR1b-hRIuc GBR2-hRluc
0.7 0.7+
0.6+ 0.6+
0.5 054
E = 04
w 04 = 044
i il
E 0.34 " 0.3+
i
T 024 I 02
0.1+ 0.14
0 J i P 0 . B
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BRET rapporto della luce emessa dal recettore-GFP10
(500-530 nm) e luce emessa dal recettore-Rluc (370-
450 nm).



Subcellular distribution of GABAg receptors
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CROSSLINKING

* | crosslinkers permettono di legare covalentemente
due proteine che interagiscono

* Sono molecole che contengono due gruppi funzionali
reattivi uguali (omobifunzionali) o diversi
(eterobifunzionali) separati da un braccio spaziatore



Schemi di reazione dei crosslinker per i gruppi amminici
Immidoesteri
Sono instabili a pH neutro

MH
HH
H &-8
O—HH,. + HVJL\HJH: F - HVJLH/O + Methanal
H

Amine-containing Imidoester Amidine linkage
molecule compound

Esteri dell’ N-idrossi-succinimmide

0, . u%r__
O_HH"’ * H”ﬁ‘“nj\% — H’JL“H’O ' Hn”ﬁ\.l.}
0 i

H

Amine-containing NHS ester Amine bond NHS
molecule compound



Schemi di reazione dei crosslinker per i gruppi sulfidrilici

o o
. D
: . - . ~N__ 3 eHE.5TS .
Maleimmidi T S
a pH neutro formano Sulfhydryl- Male imide Thioether bond
comtaiming o YN [ LA

legami tioetere stabili molecule

Figure 8. Maleimide reaction scheme.

0 o
. e GSH +* H“'H"']-L‘*-.--“"I _M_. H“H”uws + IH
Alogenuri alchilici # i D
Sulfhy dryl- lodoacetyl B}
r.u-ritﬂinling compound Thieether bond
molecule

Figure 9. Active halogen reaction scheme.
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343 nm. canitinitg pompaund 2-thinee



Crosslinker omobifunzionali
DTSSP 3,3"-
Dithiobis(sulfosuccinimidylpropionate)

- --E.
Nav) 3 .
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BS3 Bis(Sulfosuccinimidyl)suberate
T f"ﬁ !:.
3 - ,FHM_ ™
\ . Hﬂ__#"‘v\nf /-/‘5___5 i
l:l 0" Ma*
B3?
M.W. 572 43

Spacer Aim 11.4 A



Crosslinker eterobifunzionali

Sulfo-LC-SPDP (Sulfosuccinimidyl 6-(3'-[2-
pyridyldithio]-propionamido)hexanoate)

Bulfo-LC-SPDP
M.W. 527.57
Spacer Arm 156 A

Sulfo-EMCS ([N-e-Maleimidocaproyloxy]
sulfosuccinimide ester

ey

Sulfo-EMCS
M.W. 410.33
Spacer Arm 9.4 A




Aril azidi
In presenza luce UV formano il nitrene una specie fortemente reattiva

Vantaggi

I crosslinker contenenti azidi

sono chimicamente inerti finché J:j/"mh_
non vengono sottoposti ad una-
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Gli intermedi reattivi hanno una - FJ/\:]/ % ety
vita molto breve e reagiscono Nitrexa Farmaion %-h;'
indiscriminatamente per o S /Lﬁ i
formare legami covalenti . Expamsion Auiiva Hychogen
"(:} H iN-Hi Inserticn
ﬂhiﬁml:b;ﬂl Iltrmdm 4 "ﬁ"*.
—a
H::;::;In ‘-\x'“\-\ Panclive Hydragen r_-J:j
xh“m Addicon Reaciions
IO,
-— N

Aiqurs 14. Pagsible reacllon patiea sys of @il e crasslinkers.



:

L

RNH + (<

-

i

‘ ALTRI
PRODOTTI

1 B TN A A D e BT

e ]
Jote
Q

inserzione addizione

= NS
weiic 7k

attacco

estrazioneA///
/lcé ool

R’;NH

TRASPOBIZIONI

. 4 Possibili reazioni del nitrene
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uv Ring Nucleophile

N Nt Light N: Expansion = R—NH; =
N — — | ’jN —r I /N
Phenyl Azide Nitrene Dehydroazepine HN~g
Reagent Formed Intermediate R—H

R~ NH, Reactive =

Hydrogen l N
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Addition Active Hydrogen Active Hydrogen
Reactions (C-H} Insertion {N-H) Insertion



Possibill reazioni del nitrene
Inserzione su legami C-H

Estrazione di un atomo di idrogeno dal
carbonio seguita da accoppiamento
radicalico

Addizione
Attacco nucleofilo
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Criteri di scelta del crosslinkers

e Specificita chimica

* Lunghezza del braccio spaziatore

e Solubilita in acqua e permeabilita alle
membrane

e Gruppi reattivi uguali (omobifunzionali) o
differenti(eterobifunzionali)

e Gruppi termoreattivi o fotoreattivi

e Crosslink reversibile o irreversibile

* Possibilita di marcatura radioattiva



