Interaccion proteina-proteina

Ensayo de pull-down GST

La afinidad entre la enzima glutatién-S-transferasa y su sustrato, el glutatiéon (GSH), se puede utilizar para semipurificar
cualquier proteina X que se fusiona con GST (en el pldsmido pGEX-4T1 por ejemplo) al pasarlas por columnas de glutation-
sefarosa. En este caso no solo eluiremos la proteina de de la columna sino que usaremos las proteinas atrapadas en la columna
para "pescar' cualquier companero de interaccion, y analizaremos la presencia o ausencia de la proteina que sospechamos que

interactiia con ella. Se debe tener cuidado al clonar proteinas de fusién a GST en los codones de START y STOP
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A veces, una proteina eucariota se puede expresar en bacterias como una fusién GST para fines de purificacion. En ese caso, su
companero de interaccién estaria en la célula de origen eucariota. Por lo tanto, en un segundo paso, la columna que contienen

proteinas de fusiéon GST se incubaran con el lisado celular u otra proteina purificada para

Anélisis de interaccién. Por lo tanto, los granulos del primer paso seran mezclado con este lisado (por ejemplo, lisado de células
de mamifero u homogenato mitocondrial, etc.), y extraido por segunda vez. El segundo sedimento contendra, ademds de la

proteina de fusiéon GST que se une a GSH en la columna, cualquier companero de interacciéon de la proteina de fusion.

STEP 2 — interaction identification
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Coinmunoprecipitacion (co-IP)

Este ensayo es similar en principio al ensayo de pulldown GST descripto anteriormente, con la diferencia de que, en lugar de la
fusién con una enzima, GST, o bien el gen de interés se clona en un vector etiquetado (como pCMV-HA) y se precipita usando
columnas de anticuerpos (es decir, inmunoprecipitacién). La afinidad antigeno-anticuerpo serd explotada para precipitar la

proteina de interés, junto con cualquier posible companero de interaccién (por lo tanto, coinmunoprecipitacion).
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Ensayo de doble hibrido (Y2H) en
levaduras

El sistema de doble hibrido de levaduras, asi como el doble hibrido de mamiferos que sigue el mismo principio, se basa en el
hecho de que los factores de transcripcién son modulares, que contienen un dominio de unién al ADN y un dominio de
activacion (como minimo) que son unidades funcionalmente separables. El ejemplo estandar que se usa en muchos vectores de

Y2H es la proteina GAL4 en la levadura y su sitio de unién a ADN de gal4.

Este ensayo puede usarse para analizar la interaccién entre dos proteinas conocidas (llamémoslas X e Y), o para identificar
nuevos socios de interaccion de una proteina X de una biblioteca de ADNc. La interaccién se identifica a través de la
transcripcion de un gen reportero, mas comunmente lacZ, y la posterior reacciéon de color usando el sustrato X-gal. Las proteinas
probadas para la interacciéon no tienen que ser factores de transcripcién o incluso proteinas nucleares, cualquier proteina soluble
intracelular puede ser probada. Sin embargo, el sistema no es adecuado para el andlisis de las interacciones de proteinas de

membrana (se utiliza una adaptacién diferente del sistema para ese proposito).
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Figura 6.2. Un diagrama esquemadtico que muestra el principio bésico detras del sistema de dobel hibrido de levaduras (Y2H).
(a) la estructura modular de los factores de transcripcién, con un dominio de unién al ADN (DBD) y un dominio de activacion
(AD), y un motivo de reconocimiento afin en el ADN (que se muestra con una caja); (b) el principio detras del sistema Y2H,
donde una proteina X se fusiona con un DBD (tipicamente el de GAL4), y una proteina Y se fusiona con un AD (tipicamente
de GAL4), y la interacciéon entre las proteinas X e Y es monitoreado a través de la expresién de un gen reportero, tal como

lacZ; (c) el mapa del vector tipico para X; (d) el mapa del vector tipico para Y.
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Figura 6.4. Un resumen del ensayo de doble hibrido de

levaduras. Tipicamente, levaduras haploides de tipos de
apareamiento opuestos se transforman por separado con un
plasmidos conteniendo el cebo (bait) y la de presa (prey) (a),
cada uno de los cuales codifica el dominio de uniéon al ADN
(DBD) fusionado a la proteina X (cebo) y un dominio de
activacion (AD) fusionado a la proteina Y (presa). Una de las
levaduras haploides ya puede tener un plasmido reportero
(rectdngulo azul) integrado en su genoma (llamado levadura
reportera). Cuando estas levaduras de tipos de apareamiento
opuestos se aparean (b), el diploide resultante contendréd los
tres componentes de la levadura dos hibridos: plasmido de
cebo, plasmido de presa y el gen reportero. Si las proteinas X e
Y interactian, esta interaccién provocara la activacion del
dominio en las proximidades del elemento promotor que
impulsa al reportero la expresiéon génica y la transcripcion se
activara. (c) Si uno quiere encontrar con quien interactia mi
proteina X, entonces lo que hace es generar una biblioteca de
ADNc en el plasmido presa para llevar a cabo la deteccién de
todos los posibles socios de interacciéon de mi proteina X. Para

conocer la identidad de Y luego tendré que secuenciar el

plasmido presa aislado de la colonias de levaduras azules.
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Figura 6.6. Sistema de un hibrido (a) y sistemas de tres hibridos (b). (a) En Y1H, se examina la biblioteca de presas para
cualquier interaccién positiva con el motivo de uniéon al ADN de interés. (b) El sistema de triple hibrido se puede usar por varias
razones diferentes, como (i) identificacion de interacciones tripartitas entre una molécula de ARN y dos dominios que
interactian con ARN, (ii) andlisis de dos receptores diferentes (R1, R2) con el mismo ligando (no mostrado) o diferente (L1,
L2), o (iii) seleccién de una biblioteca quimica para bloqueadores potenciales de interaccién entre dos proteinas X e Y. Para este
ultimo caso, el screening de alto rendimiento se facilita mediante el uso de un gen citotoxico (gen de muerte celular) como

reportero.



Transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET)

Los ensayos de interaccién in vitro son métodos altamente artificiales para el analisis de interacciones proteina-proteina; el

sistema de doble hibrido de levaduras o mamiferos investigan las interacciones in vivo, sin embargo, el ensayo se basa en andlisis

de punto final y no proporciona mucha informaciéon sobre la naturaleza dindmica de las interacciones en tiempo real. Por lo

tanto, se han desarrollado nuevos métodos para tales estudios dindmicos. Uno de los métodos cominmente utilizados para este

estudio dindmico es la transferencia de energia fluorescente resonante (FRET). Este método se basa en la transferencia de

energia de resonancia cuando dos moléculas fluorescentes estan lo suficientemente cerca como para interactuar (varios

angstroms). Sin embargo, un inconveniente es que ambas proteinas bajo investigacion deben fusionarse a diferentes fluoroforos

(proteinas o acoplarse a compuestos quimicos) para que se produzca dicha transferencia de energia, que puede interferir con la

localizacion o la funcion de las proteinas en algunos casos.
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Figura 6.7. Una visiéon general del analisis FRET.
(a) Clonado de ambas proteinas X e Y para
investigar la interacciéon en un vector de expresion
apropiado como fusiéon a una proteina fluorescente
pEGFP y pDsRed, por ejemplo. Ejemplo de
espectro de excitacion y de emisién (paneles
derechos). Como pueden ver en la férmula, la

energia emitida depende inversamente de la

distancia entre las proteinas interactuantes elevada
al 6. Esto implica que proteina que actia
fisicamente entre si daran positivo en este ensayo y
no cuando dos proteinas formen un mismo complejo

multiproteico.
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Figura 6.7. Una visién general del anélisis FRET.

(b) comparaciéon de excitacion y deteccién de
fluorescencia en microscopia convencional (panel
izquierdo) versus FRET (panel derecho); (c) una tabla
de muestra los picos de excitacién y emision (filtros en
microscopios fluorescentes) de algunas proteinas

fluorescentes comunes
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