
Interazioni proteina-proteina 

• Giocano un ruolo fondamentale 

nell’organizzazione strutturale e 

funzionale della cellula 

•  Interazioni stabili: complessi proteici 

• Interazioni transienti : controllano la 

maggioranza di processi cellulari  

 

 

 



  

L’interazione proteina-proteina può: 

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 specificità  di una proteina per  un suo substrato  

( interazione dei fattori di trascrizione con l’RNA polimerasi indirizza 

l’enzima verso diversi promotori) 

 

 

L’interazione proteina- proteina  

può essere identificata analizzando l’effetto prodotto 



Interazioni proteina-proteina 

Metodi biochimici : cromatografia di affinità  

                                 overlay 

                                 crosslinking 

                                 Co-immunoprecipitazione 



 

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

 

 

 

BP  

BINDING PROTEIN    

+ L 

LIGANDO 

 

BPL 

COMPLESSO 

               Il  metodo si basa sulla  formazione reversibile del complesso  BPL 

 

k+1 

k-1 

CROMATOGRAFIA DI AFFINITA’ 

k+1 [BP].[L]=k-1[BPL] 

 

k-1 

k+1 

= 
[BP].[L] 

[BPL] 

KD 



 Complessi con KD>10-4 M    sono difficili da identificare  

Complessi con   KD<10-10 M  difficilmente si possono eluire in condizioni native   





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))                 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Poliacrilammide 

Polistirene 

 

 

 



 

 

•Devono avere uno o più gruppi adatti per il legame covalente  non  coinvolti  con il 

legame con la binding protein . 

•I gruppi più comuni sono –NH2, COOH, SH, OH                                                                   

ligandi 

Residui reattivi delle proteine 



In genere si interpone al ligando un braccetto 

spaziatore di dimensione variabile che aumenti 

l’accessibilità della binding protein  al ligando  





• Attivazione della  resina a pH alcalino 

• Aggiunta del ligando da immobilizzare      

• Inattivazione  dei   rimanenti gruppi attivi  

• Lavaggi  

 

 

 

 

 

 

Procedura di accoppiamento mediante bromuro di cianogeno  ( gruppi amminici) 

 





Procedura di a ccoppiamento con l’  estere della N-idrossisuccinimmide ( 

gruppi amminici) 



 

 

 Accoppiamento mediante epossidi pH basico  ( gruppi NH2,SH,OH) 

 

  

R-CH-CH2 + +            --> R-CR-CH-CH2-NH-L 
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L’attacco prevede uno scambio tra gruppi tiolici  

formazione di ponti disolfuro tra proteina e resina   

 liberazione di 2 piridiltione 

 

Procedimento per legare proteine contenenti gruppi SH  

2 piridil-tione 

assorbe a 343nm 



SPAZIATORI 

contengono un secondo gruppo funzionale a cui il ligando può essere legato 

Esempi sono:  

 

1-6 diamminoesano 

Anidride succinica 

Carbodiimmidi 



Reazione di accoppiamento tra gruppi carbossilici e gruppi amminici  

mediante carbodiimmidi ( Formazione   legame ammidico) 

(EDC)  N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil) carbodimide reagisce con il gruppo carbossilico  

attivandolo ed è rilasciata sottoforma di ura dopo l’attacco nuckeofilo del grupo 

amminico R4NH2 

  

 

 

   



 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. 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                       

 

                                                                                                                                                                                        



 

 

 

               

La carbodiimmide reagisce con il gruppocarbossilico a pH4.5  per 

formare l’ossiacilurea 

 

Ossiacilurea reagisce con l’Nidrossisuccinimide per formare 

l’estere dell’Nidrossisuccinimide e urea 

Reazione di accoppiamento tra gruppo carbossilico  e carbodiimmidi  





 

1. linea di base flusso 5µl/min 

2. Iniezione di 35µl NHS/EDC 

3. Linea di base dopo l’attivazione 

4.  Iniezione del ligando 

5. Immobilizzazione  del ligando 

6. Inattivazione NHS-estere che non ha 

reagito ( iniezione di 35 µl 1 M 

ethanolammina) 

 

 

 



Produzione di proteine  ricombinanti con   affinity tag 

Fusion-protein vector: 

Product is fusion of 
Your protein and Affinity tag 

Cloning site 

Transcription/translation 

Promotors etc. 
ATG ATG 



 

 

AFFINITY TAG 

  

 

•  Peptidi o proteine che possono essere purificate mediante 

l’interazione   a piccole molecole immobilizzate sulle resine  Ad 

esempio  

• HisTag, glutatione S-transferasi, maltosio binding protein  

      si  legano a resine 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  si lega a resine in cui è stata immobilizzata  la calmodulina 

 

• Peptidi      che possono essere purificati su resine  in cui sono  

immobilizzati anticorpi ( peptide FLAG etc) 



  mAb 

DYKDDDDK bynthetic FLAG N, C terminal anti-FLAG M1 

EQKLISEEDL human c-Myc N, C terminal 9E10 

MASMTGGQQMG T7 gene 10 N terminal T7.Tag Ab 

QPELAPEDPED HSV protein D C terminal HSV.Tag Ab 

RPKPQQFFGLM substance P C terminal NC1/34 

YPYDVPDYA influenza HA1 N, C terminal 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  





Functional organization of the yeast proteome by 

systematic analysis of protein complexes,  

Gavin AC et al.  

Nature 415, 141-147 ( 2002) |   





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. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Franklin%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vondriska%20TM%22%5BAuthor%5D
http://en.wikipedia.org/wiki/File:1bwn_opm.gif


Dual streptavidin- and calmodulin-based purification 







Dual streptavidin- and nickel-based purification 





 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 l’interazione). 

La sonda proteica  può essere : 

•Radioattiva 

•Biotinilata, fluorescente 

• una proteina di fusione  per la quale sono disponibili anticorpi  

 

Limiti: 

SDS-PAGE avviene in condizioni riducenti e denaturanti 





Proteina14-3-3 GST 

H2N

- 
Sito di riconoscimento 

 per la trombina 

Sito di fosforilazione 

per la PKA 

COOH 

 

ATP* PKA 

* 
Trombina 

* 
14-3-3 

Metodo con il quale è stata prodotta la 14-3-3 

ricombinante marcata con 32P 



Incubazione del filtro con la sonda 

 (proteina radioattiva ) 

 

 

 

Autoradiografia 

 

Proteine  

da analizzare 

Trasferimento  

su filtro di  

nitrocellulosa 

migrazione 

SDS_PAGE 

bande  

proteiche 

Overlay 

 o affinty blot 



IMMUNOPRECIPITAZIONE  

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

• Si fa reagire un anticorpo (monoclonale o 

policlonale) con un  target specifico 

• Si aggiunge la proteina A o proteina G 

immobilizzata su sefarosio 

• Si “precipita” l’immunocomplesso per 

centrifugazione Ogni proteina non 

“precipitata” dal supporto- proteina A o G 

viene lavate via 

• Si analizza l’immunocomplesso 

precipitato 

.  

  
CO-IMMUNO PRECIPITAZIONE  

La reazione di immunoprecipitazione 

può far “precipitare” oltre all’antigene 

altre proteine  che  interagiscono con 

l’antigene 



 

Valutazione co-immunoprecipitazione 

 

 I componenti dell’immunocomplesso sono eluiti e analizzati su SDS-

PAGE seguita da  Western blot per  verificare l’ identità dell’ antigene 

 

 

– Confermare che le proteine co-precipitate si ottengano solo con 

l’anticorpo contro la proteina esca 

– Verificare che l’anticorpo non riconosca direttamente   le altre  

proteina co.precipitate 

– Determinare che l’interazione avvenga nella cellula e non sia una 

conseguenza della lisi 



                                                              

 

 

 



Immunoprecipitazione su estratti 

totali e membrane di cellule  HEK293  

trasfettate  rispettivamente con : 

Myc GBR1b e HA GBR2  o 

cotrasfettate Myc GBR1b  e HA GBR2  

GBR1b è 

espresso solo 

nella frazione 

citoplasmatica 

(T) delle cellule 

trasformate solo 

con Myc GBR1b  

GBR2 è espresso 

sia  nella frazione 

citoplasmatica (T)  

che nelle  

membrane(S) di 

cellule trasformate 

con HA GBR2 

 

GBR1b è presente in membrana nelle 

cellule che coesprimono i due recettori 





Immunoprecipitazione su cellule  trasfettate con MycGBR1b e HA GBR1b o 

con MycGBR1b e HA GBR2  

  

GBR1b dimerizza  

e forma complessi 

a più alto peso 

molecolare ma è 

espresso solo nel 

citosol (corsia 3) 

GBR1b forma 

eterodimeri con 

GBR2 presente 

anche in 

membrana 



Analisi di immunofluorescenza per determinare la 

localizzazione di GBR1b e GBR2 utilizzando 

costrutti in cui i due recettori erano fusi al C- 

terminale con GFP o luciferasi 

A la distribuzione di GBR1b nei 

tre costrutti è identica: GBR1b 

è presente solo nel citosol 

B la distribuzione di GBR2 nei 

tre costrutti è identica: GBR2 è 

presente sia nel citosol che 

sulla superficie cellulare  

C e D la coespressione dei due 

recettori determina la 

traslocazione di GBR1b in 

membrana  



Interazione tra GBR1b e GBR2 misurata con BRET  

BRET  rapporto della luce emessa dal recettore-GFP10 

(500–530 nm) e luce emessa  dal recettore-Rluc (370– 

450 nm). 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





• I 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 

 

CROSSLINKING 



Schemi di reazione dei crosslinker per i gruppi amminici 

Immidoesteri 

Sono instabili a pH neutro 

Esteri dell’N-idrossi-succinimmide 

 



Maleimmidi 

a pH neutro formano  

legami tioetere stabili 

Alogenuri alchilici 

Piridil-disolfuri 

Formano ponti disolfuro. 

 Il 2-piridil-tione assorbe a 

343 nm. 

Schemi di reazione dei crosslinker per i gruppi sulfidrilici 



BS3 Bis(Sulfosuccinimidyl)suberate 

DTSSP 3,3´-
Dithiobis(sulfosuccinimidylpropionate) 

Crosslinker omobifunzionali 



Crosslinker eterobifunzionali 

 

Sulfo-LC-SPDP (Sulfosuccinimidyl 6-(3'-[2- 

pyridyldithio]-propionamido)hexanoate) 

Sulfo-EMCS ([N-e-Maleimidocaproyloxy] 

sulfosuccinimide ester 



Aril azidi  

In presenza luce UV formano il nitrene una specie fortemente reattiva 

Vantaggi  
I crosslinker contenenti azidi  
sono chimicamente inerti finchè 
non vengono sottoposti ad una 
breve esposizione a raggi UV  
Gli intermedi  reattivi hanno una 
vita molto breve e reagiscono 
indiscriminatamente per 
formare legami covalenti 







• Possibili reazioni del nitrene 

• Inserzione su legami C-H  

• Estrazione  di un atomo di idrogeno dal 

carbonio seguita da accoppiamento 

radicalico 

• Addizione 

• Attacco nucleofilo 

 





Criteri di scelta dei crosslinkers 

 

• Specificità chimica 

• Lunghezza del braccio spaziatore 

• Solubilità in acqua e permeabilità alle 

membrane 

• Gruppi reattivi uguali (omobifunzionali) o 

differenti(eterobifunzionali) 

• Gruppi termoreattivi o fotoreattivi 

• Crosslink reversibile o irreversibile 

• Possibilità di marcatura radioattiva 


