CAPITULO 11

INTERACCION PROTEINA-PROTEINA

Luciana Rodriguez Sawicki y Natalia Bottasso Arias

Introduccion

Las interacciones proteina-proteina (IPP) son intrinsecas a todos los procesos
celulares, incluyendo la expresion génica, crecimiento celular, proliferacion,
asimilacion de nutrientes, morfologia, motilidad, comunicacién intercelular y
apoptosis, entre otros. Pero las células responden a un gran numero de
estimulos, por lo tanto la expresion celular es un proceso dinamico, aquellas
proteinas que cumplen funciones especificas pueden no estar siempre
expresadas o activadas. Asimismo, no todas las células son iguales, y muchas
proteinas se expresan de modo dependiente del tipo celular. Estas
caracteristicas propias de las proteinas hacen que la investigacion de las IPP
sea compleja, especialmente cuando se trata de entender la funciéon de una
proteina en su contexto bioldgico adecuado (Golemis, 2002).

Dentro de los aspectos criticos requeridos para entender la funcion de una
proteina se incluyen:

- Secuencia y estructura de la proteina — se usa para descubrir motivos que
ayuden a predecir la funcion.

- Historia evolutiva y secuencias conservadas — identifica residuos regulatorios
clave.

- Perfil de expresion — revela la especificidad del tipo celular y como la
expresion es regulada.

- Modificaciones post-traduccionales — fosforilacion, acilacion, glicosilacién, y
ubiquitinacién sugieren localizacion, activacién y/o funcion.

- Interacciones con otras proteinas — la funciéon puede extrapolarse al conocer

la funcién de sus ligandos.
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- Localizacion intracelular — puede ayudar a inferir la funcion de la proteina.
Hasta los anos 90, el analisis de la funcién de una proteina se focalizaba en su
estudio de modo individual. Sin embargo la gran mayoria de las proteinas
interactuan con otras al momento de cumplir su funcién, por ende, las mismas
deben ser estudiadas en el contexto de sus compafieros interactuantes para
comprender de modo integral el rol que desempefan.

El estudio de las IPP requiere de la utilizacion de conocimientos y técnicas de
diversas areas como biologia, genética, bioquimica, biofisica y biologia
molecular. Comprender completamente la naturaleza de estos procesos es uno
de los principales objetivos en la era de la protedmica. ElI conocimiento
completo de las redes de interaccion proteica no solo es importante para
comprender los procesos celulares y sus implicancias desde un punto de vista
bioldgico; sino también por los fines aplicados que de él se desprenden, como
son el tratamiento de muchas enfermedades y desordenes que tienen base en
defectos en IPP, disefio de drogas, tratamientos anti-virales y contra otros
patdgenos, etc.

El descubrimiento de nuevos compafieros interactuantes para una proteina de
interés puede proveer evidencia significativa sobre su rol funcional. La
identificacion de proteinas de unién con un rol celular definido normalmente
lleva a la investigacion en nuevas direcciones. Se han desarrollado multiples
técnicas para la identificacion de IPP. Generalmente, se utiliza una proteina
‘cebo” de interés para buscar en un pool de proteinas celulares posibles
interacciones, acoplado con algun modo de deteccion. Una técnica
comunmente utilizada, que se detallara a lo largo de este capitulo, es el
sistema de doble hibrido de levadura. Esta técnica utiliza la activacion
transcripcional de un gen reportero en la levadura como lectura de IPP.

En este capitulo se comentaran, en primer lugar, aspectos generales de la
interaccion entre proteinas, como la existencia de dominios de interaccion, los
distintos aspectos que caracterizan una interaccién proteica, la diversidad de
estas interacciones, etc. Después se mencionaran y desarrollaran diversas
técnicas utilizadas para la deteccidn, screening, de interacciones entre

proteinas. Asimismo, se comentaran brevemente las herramientas de
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prediccion in silico actualmente disponibles, las cuales poseen un alto valor
predictivo que luego debe contrastarse con la experimentacion. A continuacion,
se detallaran metodologias que sirven para la confirmacion de las IPP tanto in
vitro como in vivo.

El presente capitulo no pretende ser mas que una introduccion (por cierto muy
limitada) a la identificacién, confirmacidén y caracterizacién biolégica de la
interaccién entre proteinas. El lector interesado puede profundizar en cada uno
de los temas tratados en la vasta y creciente bibliografia existente. Vale decir
que la selecciéon de los temas tratados es de alguna manera “forzada”, porque
seria realmente muy dificil abarcar y resumir todos los aspectos de las IPP en
un solo trabajo, esto implicaria mencionar solo cuestiones superficiales y muy

generales de cada tema, en detrimento de aspectos esenciales.

Tipos de interaccion proteina-proteina.

Las IPP, fundamentalmente, podemos clasificarlas en estables o transitorias, y
ambos tipos pueden ser tanto fuertes como débiles. Las interacciones estables
son aquellas asociadas con proteinas que son purificadas como complejos de
multiples subunidades, siendo las subunidades de estos complejos idénticas o
diferentes. La hemoglobina y la RNA polimerasa son ejemplos de interacciones
entre multiples subunidades que forman complejos estables (Golemis, 2002).

Las IPP que controlan la mayoria de los procesos celulares se espera sean de
caracter transitorio. Como el nombre lo indica, las interacciones transitorias son
de naturaleza temporal y tipicamente requieren de condiciones que promuevan
la interaccién, tales como fosforilacion, cambios conformacionales o
localizacion en un area discreta de la célula. Este tipo de interacciones pueden
ser tanto débiles como fuertes, rapidas o lentas. Mientras estan en contacto
con sus compafneros interactuantes, las proteinas que interactuan
transitoriamente se encuentran involucradas en un amplio rango de procesos
celulares, incluyendo modificacion de la proteina, transporte, plegado,

sefalizacion, y ciclo celular.
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Las proteinas interaccionan entre si mediante una combinacion de
interacciones hidrofobicas, fuerzas de van der Waals, y puentes salinos en
dominios de unioén especificos de cada proteina. Estos dominios pueden ser
pequefias o grandes superficies de union y puede tratarse de unos poco
péptidos de longitud o expandirse a lo largo de cientos de aminoacidos, y la
fuerza de unidon esta influenciada por el tamano del dominio de unién. Un
dominio de superficie comun que facilita la estabilizacion de IPP son las
cremalleras de leucina, las cuales consisten en a-hélices en cada proteina que
se unen entre si paralelamente a través de interacciones hidrofobicas entre los
residuos de leucina regularmente espaciados en cada a-hélice proyectada en
las cadenas peptidicas adyacentes. Debido a su ajustado empaquetamiento
molecular, las cremalleras de leucina proveen uniones estables en el caso de
complejos multiprotéicos (por ej. el heterodimero Fos/Jun y su union al DNA),
aunque todos los dominios de este tipo no se unen de modo idéntico debido a
los residuos no-leucina en la a-hélice reduciendo el empaquetamiento
molecular y en consecuencia, la fuerza de la interaccion.

Los dominios homologos Src (Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src),
SH2 (Src Homology 2) y SH3 (Src Homology 3), son ejemplos de dominios de
unién transitorios que unen secuencias de péptidos cortos y se encuentran
comunmente en proteinas involucradas en la sefalizacion. EI dominio SH2
reconoce secuencias peptidicas que poseen residuos de tirosina fosforilados,
comunmente indicativos de activacidén proteica. EI dominio SH2 juega un rol
fundamental en la sefalizacion de factores de crecimiento. La fosforilacion de
residuos de tirosina en el receptor luego de la unidon del ligando recluta
efectores downstream que reconocen estos residuos mediante sus dominios
SH2. Los dominios SH3 reconocen secuencias peptidicas ricas en prolina y son
comunmente usados por quinasas, fosfolipasas y GTPasas para identificar
proteinas blanco. Aunque tanto SH2 como SH3 generalmente se unen a estos
motivos, la especificidad en las distintas interacciones proteicas esta dada por
los aminoacidos vecinos a los respectivos motivos.

Mas alla de las diferencias entre los distintos dominios y las especificidades de

ligando; todas las interacciones implican la habilidad de un dominio de
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interaccidon plegado de reconocer un motivo particular en otro péptido. En este
punto cabe comentar dos caracteristicas importantes de los dominios de
interacciéon: su relativa versatilidad, y el hecho que frecuentemente varios
dominios de interaccion diferentes se encuentran unidos covalentemente en
una misma cadena polipeptidica, generando una proteina que puede mediar

multiples IPP distintas.

Efectos biologicos de las IPP.

El resultado de 2 o mas proteinas que interactian con un objetivo funcional
puede demostrarse de diversos modos. Los efectos medibles de las
interacciones entre proteinas se pueden resumir del siguiente modo:

- Alterar las propiedades cinéticas de las enzimas, que puede ser el resultado
de cambios sutiles en la unién al sustrato o efectos alostéricos.

- Permitir canalizar un sustrato mediante su movimiento a través de dominios o
subunidades, resultando en un producto final.

- Crear un nuevo sitio de unién, tipicamente para pequefias moléculas
efectoras.

- Inactivar o destruir una proteina.

- Cambiar la especificidad de la proteina por su sustrato a través de su
interaccidon con diferentes compaferos de union, por ejemplo, exhibiendo una
nueva funcién que ninguna proteina evidencia sola.

- Actuar de modo regulatorio en un evento upstream o downstream.

Métodos experimentales para el analisis de IPP: niveles de confianza.

Los métodos experimentales disponibles para detectar interacciones entre las
proteinas tienen distintos niveles de resolucién (Tabla 11.1) y pueden
clasificarse en cuatro categorias. La primera categoria comprende el analisis

atémico, donde la interaccion es detectada por métodos muy sensibles como la
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difraccion de rayos-X que aporta informacion especifica sobre los atomos y
residuos que participan en la interaccidon. La segunda categoria agrupa a los
métodos que detectan la interaccion de forma directa, por ejemplo,
experimentos de doble-hibrido y mediciones por SPR (del inglés Surface
Plasmon Resonance). La tercera categoria agrupa a los métodos de deteccién
de complejos mediante técnicas de inmunoprecipitacion o de espectrometria de
masas. La cuarta categoria comprende bioensayos realizados a escala celular,
por ejemplo, la proliferaciéon celular estimulada por la interaccion ligando-
receptor. La segunda y tercera categorias, a diferencia de la primera, indican
cuales proteinas estan formando parte del complejo en un instante de tiempo
pero no revelan el detalle quimico de la interaccion (Torre Russis, 2003).
Algunos métodos experimentales abarcan mas de un nivel de resolucion como

se observa en la Tabla 11.1.

Nivel de resolucion

Método

Rayos X y RMN X

Ensayos de competencia

ELISA

Ensayos de retardacién en gel

Y2H

Cromatografia de afinidad (Pull Down)

SPR

Micro-arreglo de proteinas

Resonancia paramagnética electronica X

Cromatografia de filtracién por gel

Espectrometria de masas

Enlazamiento molecular (crosslinking)

Co-inmunoprecipitacion

Co-sedimentacion

XXX XX XXX XXX X[ XX | X[ X

Sedimentacion en gradiente de sacarosa

Co-purificacion

XXX XXX XX XXX X[ XX | X | X

Microscopia electrénica

Inmunofluorescencia

Inmunolocalizacién

Inmunotincion

FRET X X X

Ensayo de bloqueo con Ac. monoclonales X

Ensayos de adhesion

Knock-out

XXX XXX | XX

Co-expresion transitoria

Tabla 11.1. Con una cruz (X) se indican los niveles de resolucién de cada uno de los métodos
de analisis de IPP.
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A lo largo del presente capitulo solo detallaremos algunas de las técnicas
experimentales usadas al momento de realizar un ensayo de screening de |IPP,
y algunas técnicas de confirmacion in vivo. Nos parecié importante mostrar la
presente tabla dado que realiza una enumeracion bastante completa de la
multiplicidad de técnicas disponibles para el estudio de IPP desde diversos

puntos de vista.

11.1. Estudio in silico de interacciones proteina-proteina

Bases de datos sobre interacciones entre proteinas.

Para documentar y describir las interacciones entre proteinas, se ha
desarrollado un grupo de bases de datos que incluyen toda la informacién
obtenida por los diferentes métodos experimentales asi como la informacién
publicada en la literatura cientifica. A continuacién se expone una revision
acotada de algunas de las bases de datos disponibles, centrando la atencién
en el tipo de datos que contienen y como acceder a ellas. Es importante
conocer la existencia de estas herramientas al momento de adentrarse en el
estudio de las IPP de un determinado sistema.

DIP (Database of Interacting Proteins), http://dip.doe-mbi.ucla.edu. Documenta
interacciones moleculares, proteina-proteina, determinadas experimentalmente
por los métodos de doble-hibrido, inmunoprecipitacion, ensayos de bloqueo
con anticuerpos monoclonales y anotaciones extraidas de la literatura
cientifica, entre otros. DIP esta implementada como una base de datos
relacional formada por cuatro tablas. Una primera con informacion sobre las
proteinas, una segunda sobre interacciones proteina-proteina, una tercera que
describe detalles sobre los experimentos, y la cuarta tabla contiene la lista de
todas las referencias en Medline. DIP permite la representacion visual de las
interacciones asi como navegar a través de la red de interacciones proteicas
mediante una interfase WWW (Xenarios, 2001).
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BIND (Biomolecular Interaction Network Database), http://bind.ca. Documenta
interacciones moleculares que incluyen proteina-proteina, proteina-RNA,
proteina-DNA, proteina-moléculas pequenas, complejos moleculares, y vias
metabodlicas. Los datos experimentales obtenidos por doble-hibrido,
espectrometria de masas, cristalografia, bibliotecas de fagos, y las anotaciones
complementarias se encuentran almacenadas en forma de objetos en el
formato ASN.1 (Abstract Syntax Notation.1; http://www.oss.com/asn1/
index.html), utilizado por el Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica
(NCBI), y pueden ser interrogados a través de una interfase WWW (Bader,
2003).

InterDom (Database of interacting domains), http://InterDom.lit.org.sg. InterDom
combina datos sobre fusiones de dominios, interacciones entre proteinas,
complejos proteicos, e informacion de la literatura cientifica. Esta base de datos
es una compilacién de interacciones tentativas entre dominios de proteinas,
obtenidas por métodos tedricos, que puede ser utilizada para la anotacion y
validacién “in silico” de las interacciones detectadas experimentalmente. La
estrategia fundamental es utilizar multiples métodos tedricos y datos
experimentales independientes, para predecir interacciones entre dominios de
proteinas y asignar mayor puntuacion a aquellas donde coincida la mayor
cantidad de evidencias (Ng, 2003).

KDBI (Kinetic  Data  of Bio-molecular Interactions  database),
http://xin.cz3.nus.edu.sg/group/kdbi/kdbi.asp. Documenta datos experimentales
sobre la cinética de interaccién entre proteinas, proteina-ARN, proteina- ADN,
proteina-ligando, ARN-ligando, ADN-ligando, y reacciones descritas en la
literatura. Posee enlaces a referencias en MEDLINE y a estructuras 3D
depositadas en las bases de datos PDB y NDB. Los parametros cinéticos
anotados incluyen constantes de asociacion, disociacién, orden de la reaccion,
constantes de inhibicién, de afinidad, constante catalitica, todos ellos pueden
ser interrogados mediante una interfase WWW (Ji, 2003).

MINT (Molecular INTeraction database),
http://cbm.bio.uniroma2.it/mint/index.html. MINT contiene informacién sobre

complejos moleculares, interaccion entre dominios, modificaciones enzimaticas
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de las proteinas interactuantes, constantes de union y otros datos cinéticos.
Toda la informacién contenida en MINT es curada de manera manual por
expertos (Zanzoni, 2002).

WISTdb (Worm Interaction Sequence Tag database). Contiene el mapa de las
interacciones proteicas del nematodo C. elegans obtenidas por doble-hibrido
(Stein, 1999).

FlyNets, http://gifts.univ-mrs.fr/GIFTS _home_page.html. Contiene las
interacciones proteina-ADN, proteina-ARN y proteina-proteina, descritas en la
mosca D. melanogaster (Sanchez, 1999).

MYGD (MIPS Yeast Genome Database), http://mips.gsf.de. MYGD contiene
informacion detallada sobre el genoma de S. cerevisiae, y las secuencias
aminoacidicas codificadas. Ademas, contiene informacion complementaria
sobre la funcidén de los genes y proteinas, complejos proteicos, fenotipo de los
mutantes, interacciones proteina-proteina, y vias metabdlicas (Mewes, 2002).
BioKnowledge Library, http://www.proteome.com. BioKnowledge es una base
de datos relacional que contiene informacién especifica sobre las proteinas. La
informacion es recopilada de la literatura cientifica e incluye: funcion
bioquimica, funcion y localizacién celular, interacciones genéticas y con otras
proteinas, regulacion, dominios y patrones de secuencia caracteristicos. Todas
estas caracteristicas; concernientes a los organismos modelos S. cerevisiae, C.
elegans, Schizosaccharomyces pombe; y otros organismos como Candida
albicans y Homo sapiens. BioKnowledge es curada manualmente por expertos,
y la informacién sobre cada proteina esta organizada en formato HTML, con
una pagina WWW para cada molécula (Costanzo, 2001).

PIM, http://www.hybrigenics.fr. Contiene los resultados del analisis por doble-
hibrido del genoma de H. pylori (Rain, 2001).

INTERACT, http://www.cl.cam.ac.uk/~wb204/GD99/. Es una base de datos
orientada a objetos, que contiene informacion sobre las interacciones entre
proteinas descritas para los organismos S. cerevisiae, C. elegans, Human, y
Escherichia coli. Cada interaccion es representada como un grafo, con las
proteinas individuales en los vértices y la interaccion entre pares de ellas

formando los bordes. La informacion contenida en esta base de datos puede
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ser interrogada a través de una interfase WWW, que incluye lenguaje para
modelado en realidad virtual (VRML; del inglés “Virtual Reality Modelling
Language”) (Eilbeck, 1999).

Métodos tedricos de prediccion de interacciones entre proteinas.

En el analisis funcional de un genoma, un paso critico es la comprension de las
interacciones entre las proteinas codificadas. Por ello se ha desarrollado un
conjunto de métodos tedricos para abordar el problema de la prediccion de
interacciones entre proteinas a partir del analisis de sus secuencias
aminoacidicas, de informaciéon de los genomas y de datos cristalograficos de
complejos macromoleculares. De manera general, todos los investigadores
utilizan como hipotesis que si se conoce el modo de interaccion entre dos
proteinas o dos dominios de proteinas, cualquier interaccion que pueda ocurrir
entre proteinas homodlogas involucra contactos del mismo tipo. Sin embargo,
existen casos en los que proteinas homologas poseen diferentes modos de
interaccién. Por ejemplo, la enzima nucledtido difosfato quinasa se presenta en
la naturaleza en forma de hexamero o tetramero dependiendo de la especie.
Las sialidasas virales forman tetrameros, mientras que las bacterianas y de
tripanosoma aparecen como monomeros de proteinas multidominio.

El reconocimiento proteina-proteina esta determinado por las propiedades
fisicas y quimicas de la interfase, la cual ha sido caracterizada en términos de
su geometria (tamafo, forma y complementariedad) y de su naturaleza quimica
(tipo de grupo quimico y aminoacido, hidrofobicidad, interacciones
electrostaticas y enlaces por puente de hidrogeno). El andlisis de las
superficies de contacto entre proteinas o interfase tuvo sus inicios con el
trabajo de Chothia y Janin en 1975. A partir de ese afo y hasta el 2002, han
aparecido diferentes trabajos sobre el tema, de varios autores. De estos
trabajos se ha derivado un conjunto de reglas utiles para los métodos de
prediccion de interaccidon proteina-proteina. La utilizacion de los métodos de

acoplamiento proteina-proteina, para predecir las regiones de interaccién y la
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estructura de complejos proteicos, es un tema que merece una descripcion
detallada y se aleja del objetivo del presente capitulo.

Varios investigadores han utilizado la informacién contenida en los genomas (la
fusibn de dominios, la conservacién del orden génico, la distribucién
filogenética), para predecir interacciones entre proteinas. Si dos cadenas
polipeptidicas son subunidades de una misma proteina o complejo, sus genes
estan frecuentemente adyacentes en el genoma, y se expresan y regulan de
manera conjunta al nivel de ADN.

El método desarrollado por Pellegrini et al. (Pellegrini, 1999), denominado
perfiles filogenéticos (del inglés “phylogenetic profiles”), se basa en la
coevolucion de proteinas que interactuan, dicho de otra manera presencia-
ausencia de genes ortdlogos en genomas diferentes. Si el patrén de proteinas
ortdlogas (presencia-ausencia) se conserva en organismos de la misma
especie, se debe probablemente a que una de las proteinas no puede ejercer
su funcion sin la otra. Huynen et al. (Huynen, 2000) aplicaron este método al
genoma de Mycoplasma genitalium, prediciendo 34% de los pares como
interactuantes y un 29% adicional pertenecientes a la misma via metabdlica o
proceso funcional. Marcotte et al (Marcotte, 1999) y Enright et al. (Enright,
1999) desarrollaron métodos basados en la fusion de dominios (del inglés
“fused domain approach”). Los métodos utilizan la hipotesis de que cuando dos
proteinas A y B contienen dominios homadlogos a dominios diferentes de una
tercera proteina en otro organismo, pero A y B no son homodlogas entre si,
entonces A y B interaccionan. El método desarrollado por Marcotte vy
colaboradores (Marcotte, 1999), conocido como “Rosetta stone method”, utiliza
la informacion anotada en las bases de datos Pfam (Bateman, 2002) y ProDom
(Corpet, 2000) para determinar homologia entre dominios de proteinas
individuales.

La limitaciéon de los métodos descritos radica en que soélo son aplicables a
genomas secuenciados completamente, para tener la certeza de la ausencia
de genes especificos; por otro lado son aplicables solamente en bacterias,
donde el orden de los genes es una caracteristica relevante; y por ultimo

dependen de la calidad del alineamiento multiple de las proteinas en estudio.
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Gallet y colaboradores (Gallet, 2000) desarrollaron un meétodo simple de
prediccion que identifica secuencias de aminoacidos, denominadas dominios
de unidn al receptor, basado en el analisis de sus propiedades hidrofdbicas.
Las secuencias de aminoacidos mas propensas a interactuar, se obtuvieron de
un analisis estadistico de las frecuencias de aparicion de los aminoacidos en
sitios de interaccidn conocidos. El método identificd el 95% de los residuos
involucrados en la interaccion ADN-proteina y el 83% en los dominios de union
a calcio.

Bock y Gough (Bock, 2001) utilizan la informacién contenida en 70 hetero-
complejos extraidos de la base de datos PDB, para entrenar un algoritmo de
clasificacion denominado “Support Vector Machine (SVM)” capaz de reconocer
y predecir interacciones, basado solamente en la identidad de secuencia de
aminoacidos. Wojcik y Schachter (Wojcik, 2001) combinan métodos de
busqueda de similitud de secuencia aminoacidica y agrupamiento de
secuencias (del inglés “clustering”) con la informacién contenida en las bases
de datos acerca de dominios en proteinas que interactuan, para predecir
mapas de interaccion proteina-proteina.

Pazos y Valencia (Pazos, 2001; Pazos, 2002) combinan informacion de
secuencias aminoacidicas e informacion de genomas para calcular las
distancias evolutivas entre proteinas que pertenecen a familias relacionadas y
para calcular la correlacién de mutaciones entre posiciones de un alineamiento
multiple de secuencias. Esta idea se basa en observaciones previas que
indican una correspondencia entre los arboles filogenéticos de proteinas
asociadas.

Lu et al (Lu, 2002) desarrollaron un método denominado
MULTIPROSPECTOR que extiende la metodologia de compatibilidad
secuencia-estructura (del inglés “threading”) a la prediccion de estructura
cuaternaria, y que consta de dos fases. Una primera fase ejecuta el método de
“threading” PROSPECTOR, para generar un conjunto de estructuras 3D
potenciales de la proteina en estudio. En una segunda fase, re-evaluan la
compatibilidad de las estructuras 3D generadas con las estructuras molde que

forman parte de complejos cristalograficos determinadas experimentalmente.

301



Una lista de métodos de prediccion con sitios WWW, se muestra a
continuacion:

- http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/PP/server/

- maine.ebi.ac.uk:8000/services/allfuse/

- http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/

- gpcr.biocomp.unibo.it/predictors

- www.russell.embl.de/interprets

- http://cbm.bio.uniroma2.it/iSPOT

El objetivo de esta seccidon del capitulo fue pensado para nombrar y explicar
brevemente algunas de las multiples herramientas actualmente existentes,
bases datos y métodos de prediccion de IPP, que complementan las
metodologias experimentales desarrolladas. La sumatoria de la informacién
proveniente de multiples fuentes tiene como finalidad colaborar para completar

las redes de interaccion de proteinas en los diversos sistemas de estudio.

11.2. Técnicas de screening.

Sistema de doble hibrido en levaduras: “Y2H (Yeast two Hybrid) System”.

Esta técnica fue primero descripta en 1989 por Fields y Song (Fields, 2009).
Durante estos afios se ha enriquecido y dado lugar a diversas variantes. Se
trata de una técnica ampliamente utilizada ya que permite de una forma
relativamente simple, descubrir y comprobar interacciones entre proteinas en
un entorno mas cercano a las condiciones fisiologicas, a diferencia de ensayos
in vitro. El fundamento de la técnica implica dos dominios funcionales de un
factor de transcripcion que pueden ser separados fisicamente, los cuales en
proximidad uno con el otro gracias a proteinas interactuantes, cada una
fusionada a uno de los dominios del factor de transcripcién, reconstituyen la

capacidad de éste de regular la expresion génica (activando genes reporteros
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que varian de acuerdo al sistema y la cepa de levadura utilizados)
(Westermarck, 2013).

Aplicaciones:

- Identificacién de nuevas proteinas interactuantes

- Confirmacion de proteinas candidatas

- Reconocimiento de dominios de interaccidén dentro de una proteina

Este sistema aprovecha la flexibilidad de los factores de transcripcion de
levaduras: Gal4 y LexA. El factor de transcripciéon Gal4 se encuentra dividido en
dos proteinas: DNA-BD (dominio de union de ADN) y DNA-AD (dominio de
activacién de ADN). Estos dos dominios son incapaces de interactuar entre si o
de activar la expresiéon génica por si solos. Los mismos se fusionan por
separado a dos plasmidos diferentes (Gietz, 1997):

1) Plasmido para proteina cebo (bait) que contiene gen para la expresion de
triptéfano (permitira una posterior seleccién de levaduras en un medio carente
de este aminoacido). En éste se insertara en marco la construcciéon
DNA-BD:proteina bait.

2) Plasmido para proteina presa (prey) que contiene gen para la expresion de
leucina (permitira una posterior seleccion de levaduras en un medio carente de
este aminoacido). En éste se insertara en marco la construccidon
DNA-AD:proteina prey. Las proteinas prey en un ensayo de tamizaje
(screening) se incorporaran como una biblioteca de cDNA, la cual se preparara
a partir de ARNm del organismo, linea celular o tejido de interés a probar.
Cuando se trata de un ensayo de confirmacion, la proteina prey sera el cDNA
de aquella identificada por experimentos previos como candidata.

En la Figura 11.1 se muestra brevemente la metodologia de screening Y2H. Al
comienzo se tienen dos cepas haploides de levadura Saccharomyces
cerevisiae, cada una contiene uno de los plasmidos mencionados
anteriormente. Se cultivan en medios carentes de ftriptéfano o leucina,
respectivamente. Luego se mezclan colonias de los dos tipos de cepas y se
cultivan en medio sin triptéfano ni leucina. Producto del apareamiento entre
ambas cepas se generaran zigotos diploides capaces de crecer en el medio

que carezca de ambos aminoacidos. En las células diploides se expresara
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tanto DNA-BD: proteina bait como DNA-AD: proteina prey. Si las proteinas bait
y prey interaccionan, la construccion DNA-BD:bait unida a la secuencia de
activacion upstream (UAS) del promotor de GAL1 se fusionara con la
construccion DNA-AD:prey y se estimulara la transcripcion de genes reporteros
downstream del promotor (por ej.: HIS3, lacZ, etc.). Esto permitira distinguir las
colonias que presenten interaccion de proteinas bait:prey a través de medios
selectivos, por ejemplo carentes de histidina o con actividad beta galactosidasa
volviéndose azules en presencia de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-
galactopiranésido (X-Gal) (Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hybrid System User
Manual Clontech, 2010).

Sistema de doble hibrido en levadura

Proteina de fusion AD:
cDNAbiblioteca Preyl—>  prey (biblioteca)

/\‘* o
His+
* X —
—{UASHP-GAL1H HIs3 |
Proteina de fusion BD: Bait
x*
Azul
r——P
—{UASHP-GALTH lacz

Plasmido
LEU2

Plasmido
TRP1

Figura 11.1. Diagrama del Sistema de Doble Hibrido en levadura. P: promotor, AD: dominio de
activacién, BD: dominio de unién, UAS: secuencia de activacioén rio arriba, lacZ/HIS3: genes
reporteros, Plasmido LEUZ2: para biblioteca prey con expresion de leucina, Plasmido TRP1:
para proteina bait con expresion de triptéfano.

Se deben incluir en el ensayo:
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1) Control positivo: dos construcciones (DNA-BD:proteina X y DNA-AD:proteina
Y) cuyas proteinas es sabido por literatura que interactuan. Deben dar colonias
positivas en medios selectivos y activacion de genes reporteros.

2) Control negativo: dos construcciones (DNA-BD:proteina X y DNA-
AD:proteina Z) que es sabido por literatura que no interactuan. Deben dar
negativo para la activacion de genes reporteros.

Una vez identificada una proteina candidata, se puede repetir el ensayo
realizando la fusion de su cDNA a DNA-AD. También es posible identificar cual
es el dominio de interaccibn con la proteina bait mediante mutaciones
puntuales y deleciones en el cDNA de la proteina prey identificada.

Tipos de falsos positivos posibles (Gietz, 1997):

1) Productos de fusion DNA-AD:prey que activen la transcripcion de genes
reporteros sin interactuar con DNA-BD:bait.

2) Activacion de genes reporteros en presencia de cualquier fusion DNA-BD
que no es con la proteina bait de interés.

3) Activacion de genes reporteros en presencia de un vector con DNA-BD
vacio.

Debido a que puede existir la presencia de falsos positivos los resultados
obtenidos mediante este screening deben ser complementados y confirmados
por otras técnicas como: ensayos de pull-down, Mammalian Two Hybrid, Yeast
three Hybrid (para complejos ternarios), Coinmunoprecipitacion, FRET-FLIM,
SPR, etc.

Limitaciones de la técnica y soluciones posibles (Westermarck, 2013):

1) Las levaduras no expresan per se tirosina kinasas (Tyr-K), por lo que en
principio no se podria aplicar a proteinas que requieran fosforilaciones. Esto se
puede solucionar generando la expresién ectopica de Tyr-K en levaduras.

2) Las proteinas utilizadas como bait no pueden exhibir actividad de
transactivacion en el sistema de genes reporteros.

3) La interaccion tiene lugar en el nucleo con lo que, por €j., proteinas
integrales de membrana no pueden ser estudiadas. Existen para solucionar
este inconveniente técnicas como el Split-ubiquitin system que modifica el

sistema de doble hibrido en levadura. Brevemente la molécula de ubiquitina se
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divide en dos mitades y estas se fusionan a las proteinas bait:factor de
transcripcion y prey. Si interactuan, la molécula de ubiquitina se reconstituye,
una deubiquitinasa en la levadura corta el fragmento de ubiquitina:factor de
transcripcion de la proteina bait y ese fragmento puede activar en el nucleo la

transcripcion de genes reporteros.

Ensayos de pull down.

Implica métodos in vitro utilizados para determinar interacciones fisicas entre
dos o mas proteinas. Los ensayos de pull down se utilizan tanto para
confirmacion como para identificar nuevas proteinas interactuantes. El
requerimiento minimo para estos ensayos es la disponibilidad de una proteina
bait purificada y, en general, marcada. La cual se utilizara para capturar
proteinas interactuantes (prey) (Thermo Scientific Pierce Protein Interaction
Technical Handbook Version 2. 2010).

Los ensayos pull down son una forma de purificacion por afinidad y son muy
similares a la inmunoprecipitacion (ver mas adelante), excepto que una
proteina bait es utilizada en vez de un anticuerpo. Pueden proveer una mayor
resolucion y selectividad que otros ensayos basados en anticuerpos.

La proteina bait marcada es capturada en una matriz por la cual es afin, lo cual
genera un soporte de afinidad secundario para purificar otras proteinas que
interactuan con la proteina bait.

Para ensayos de confirmacion se pueden utilizar sistemas de expresion en
células de diversos origenes, proteinas purificadas, productos de reacciones de
transcripcion/traduccion.

Las fuentes proteicas para screening de proteinas interactuantes se encuentran
generalmente en una mezcla compleja considerada como el ambiente nativo de
la proteina bait. Cualquier lisado celular o fluido biolégico en donde la proteina

bait es normalmente expresada, constituye una fuente apropiada de proteinas

prey.
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La marca de la proteina bait puede ser generada por marcacion in vitro de
proteina purificada (por ej. sulfo-NHS-Biotina) o por expresion de proteinas
recombinantes fusionadas a una etiqueta (por ej. oligoHis/poliHis o glutation S-
transferasa, GST).

Aquellas interacciones estables entre proteinas son mas simples de aislar por
meétodos fisicos como estos ensayos dado que el complejo proteico no se
desensambla con el tiempo (poseen una baja constante de disociacién). A ese
tipo de complejos se los puede someter a lavados con buffers (soluciones
amortiguadoras) de elevada fuerza idnica con el fin de eliminar falsos positivos
por interacciones inespecificas. Dependiendo de la constante de disociacion
que presente el complejo, se pueden ajustar las condiciones del ensayo (como
el pH, concentraciéon de sales, etc.).

En cambio las proteinas de interacciones transitorias o labiles son mas dificiles
de identificar utilizando métodos fisicos. Esto se debe a que el complejo puede
disociarse durante el ensayo. Como en general se dan en proteinas de
transporte y enzimas, suelen requerir la incorporacién de cofactores y sustratos
energéticos. Este tipo de interacciones pueden ser fortalecidas con la
incorporacion de crosslinkers (ver mas adelante) que unen covalentemente el
complejo previo al ensayo de pull down.

Para identificar una nueva interaccion, la proteina prey desconocida debe estar
presente en cantidades suficientes para permitir la visualizacion de la
interaccion por el método de deteccion elegido. Lisados celulares
radiomarcados con **S constituyen una fuente frecuentemente utilizada de
proteina para estos ensayos.

Por otro lado se puede eluir selectivamente las proteinas prey, manteniendo la
proteina bait inmovilizada. Se puede lograr mediante un gradiente creciente de
concentracion de sales o disminuyendo el pH. Mediante esta técnica se evita la
desnaturalizacion proteica y puede brindar informacion sobre la fuerza iénica
relativa.

Las muestras eluidas pueden analizarse mediante SDS-PAGE y Western Blot o

autorradiografia. Para luego aislar la banda de interés del gel de poliacrilamida
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y realizar sobre esa muestra una identificacion por espectrometria de masa
(MS).

Controles de los ensayos pull-down (Thermo Scientific Pierce Protein
Interaction Technical Handbook Version 2. 2010):

Control negativo: soporte de afinidad sin tratar con proteina bait. Sirve para
identificar falsos positivos debido a uniones inespecificas entre el soporte y las
proteinas de la muestra.

Control sin muestra: soporte de afinidad tratado con proteina bait, sin
incorporar la muestra (proteinas prey). Elimina falsos positivos por unién
inespecifica a la marca de la proteina bait. Funciona también como control
positivo para verificar que el soporte captura adecuadamente la proteina bait

marcada.

Dominio SH2 (del inglés Src Homology 2)

Esta técnica permite la medicion de eventos transitorios como los estados de
fosforilacién y sefalizacion celular. A diferencia de la co-inmunoprecipitacion
(tratada mas adelante), es independiente de los anticuerpos que en el caso de
fosfoproteinas suelen presentar una elevada sefial de fondo y baja
recuperacion de proteinas.

SH2 es un dominio de proteinas estructuralmente muy conservado en la
oncoproteina Src y en muchas otras proteinas criticas para la sefalizaciéon
celular desde receptores asociados a tirosina quinasas. Los dominios SH2
sirven para separar proteinas fosforiladas de mezclas complejas como lisados
celulares. Reconocen y unen residuos especificos de tirosina fosforilada (pY)
presentes en muchas proteinas de sefalizacion. Estas interacciones, SH2-pY,
son cruciales para la transmision de la sefal desde el receptor hacia el resto de
las moléculas de la via (Thermo Scientific Pierce Protein Interaction Technical
Handbook Version 2. 2010).
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Se encuentran conformados por alrededor de 100 aminoacidos y su union a las
proteinas blanco depende de la fosforilacion de residuos especificos de tirosina

en secuencias aminoacidicas consenso.

Fusién a GST, Biotina y poli-His

Esta técnica utiliza la afinidad de GST (glutation S transferasa) por el glutation
(unido a un soporte 0 matriz) para purificar proteinas interactuantes de una
mezcla proteica. La proteina bait fusionada a GST es expresada y purificada de
bacterias. La misma es incubada junto con la mezcla proteica a probar ya sea
en el formato batch (seguida de centrifugacion) o columna (con posterior
elucién). EI complejo puede ser eluido de la matriz con glutation libre (no unido,
en solucion) o con buffer en condiciones reductoras y desnaturalizantes (ver
Figura 11.2). Es una técnica especialmente util para probar interacciones en
solucién que pueden no ser detectadas en un ensayo como Far Western Blot,
realizado sobre membranas de nitrocelulosa o PVDF.

Las proteinas marcadas con poli-histidina (6 residuos Histidina) se unen a una
resina de agarosa derivatizada con acido nitrilo triacético (NTA-Agarosa por sus
siglas en inglés) cargada con iones divalentes (niquel, cobalto, zinc, cobre,
hierro). Las proteinas contaminantes pueden ser removidas con lavados
apropiados, segun las condiciones del ensayo. La proteina marcada podra
luego ser eluida mediante un quelante soluble (Imidazol o EDTA, siendo el
primero mas selectivo). Generalmente la marca de 6-His se coloca por biologia
molecular en el extremo N- o C-terminal, siempre y cuando sea un sitio
expuesto y flexible. Se pueden incorporar en esta marca sitios de corte unicos
para una proteasa, pudiendo eliminarse la cola de His luego de la elucién o
puede utilizarse como herramienta para despegar la proteina de la matriz. Una
proteina que interacciona con aquella marcada con poli-His puede ser eluida
selectivamente siempre que las proteinas contaminantes que se unen a la
matriz no se liberen de la resina bajo esas condiciones de elucion (ver
Figura 11.2).
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En el caso de proteinas biotiniladas, cuya marca es también lograda por
biologia molecular, se unen por afinidad a una matriz que contiene
estreptavidina. Luego se coloca una solucion que contiene potencialmente
proteinas interactuantes con la proteina biotinilada. Las proteinas prey son

eluidas mediante una solucién de bajo pH.

Inmovilizar la proteina de fusion bait con GST o
poliHis del lisado celular.
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Figura 11.2. Esquema del sistema de pull down utilizando una proteina bait marcada con GST
o polihistidina.

En general todos estos métodos requieren del analisis por espectrometria de
masa con el fin de descubrir cuales son las proteinas que fueron eluidas en
cada tipo de ensayo de pull-down.

Ventajas respecto al Far Western Blot (descripto a lo largo del capitulo): La
proteina bait es incubada con sus potenciales proteinas interactuantes en un
ambiente mas cercano a las condiciones nativas, por lo tanto aumentando la
eficiencia de las interacciones (Thermo Scientific Pierce Protein Interaction
Technical Handbook Version 2. 2010).

Crosslinking (unién covalente por compuestos quimicos).

En los sistemas biolégicos, cuando dos o mas proteinas tienen afinidad entre si
se produce un acercamiento y union entre las mismas. En general estas
uniones son transitorias y ocurren brevemente para promover un evento de
sefalizacion o reaccidon metabdlica dada. Con la finalidad de poder estudiar
estos complejos proteicos se busca capturarlos o congelarlos para estudiar
cuales son las proteinas involucradas y como interactuan. Estas uniones
creadas artificialmente en el laboratorio son de tipo covalente y garantizan la
estabilidad del complejo para permitir su aislamiento y caracterizacion.

La reaccién que llevan a cabo los crosslinkers es sobre grupos nucleofilicos ya
sea en los extremos o0 en la cadena lateral. Con sélo pocas excepciones, son
las cadenas laterales de los aminoacidos polares ionizables (arginina, tirosina,
lisina, cisteina, histidina, acido aspartico y glutamico) las que son susceptibles
al ataque

de los crosslinkers. No todos los residuos de este tipo son igualmente
reactivos, sino que depende de la localizacion del mismo en la proteina
(accesibilidad, polaridad, interacciones con otros residuos o con el solvente,
etc.). Como consecuencia, el crosslinking debe ser considerado como un
procedimiento empirico, debido a las diferencias en reactividad de los grupos

involucrados (Golemis, 2002).
311



Los mas comunmente utilizados son bifuncionales ya que contienen dos grupos
reactivos que reaccionan con dos cadenas laterales para generar un complejo
unido covalentemente. La parte que funciona como puente entre dichos grupos
reactivos se le llama espaciador. EI mismo delimita la distancia entre los grupos
reactivos y confiere otras propiedades (por ej. un disulfuro escindible). Ademas
el espaciador contribuye a la geometria y a la solubilidad del crosslinker. Este
brazo espaciador puede ir entre cero (por ej. carbodiimidas: EDC) y varios
atomos de longitud (por ejemplo: DSS, ABH, etc.). Los compuestos
homobifuncionales (Figura 11.3) contienen grupos funcionales idénticos a
ambos lados del espaciador mientras que en los heterobifuncionales son
diferentes. Estos ultimos tienen ciertas ventajas como permitir el ataque a
distintos grupos nucleofilicos proteicos y permitir dividir la etapa de crosslinking
en dos pasos separados, en diferentes condiciones. Un ejemplo de ellos son
los crosslinkers fotoactivables que combinan reactividad quimica con grupos
que se activan frente a la exposicion luminica de longitud de onda adecuada
(por ej. NHS-Diazirina). Estos ultimos limitan los artefactos generados por
uniones inespecificas pero disminuyen el rendimiento, ademas pueden
reaccionar con el solvente, “quencheando” el intermediario fotoreactivo. A su
vez existen crosslinkers con marca isotdpica que incorporan deuterio en
posiciones determinadas lo cual permite marcar las proteinas ademas de
unirlas covalentemente. De esta manera se simplifica la identificacién por MS.
Los crosslinkers son utilizados generalmente para dos fines en la deduccion de
las interacciones proteicas (Phizicky, 1995):

1) Para identificar la estructura de un complejo aislado.

2) Para detectar proteinas interactuantes en extractos celulares, células o
purificados parciales.

En cuanto a la determinacion de la arquitectura del complejo aislado, se utilizan
crosslinkers del tipo RSSR’ que contienen un enlace disulfuro escindible por
agentes reductores. Se lo deja actuar formando un aducto P-RSSR’-P’ (siendo
P y P’ las proteinas del complejo), con posterior fraccionamiento por
electroforesis en SDS-PAGE sin agentes reductores. Luego se corre una

segunda dimension del gel previo tratamiento con agentes reductores que
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corten el enlace S-S. Aquellas especies no unidas por el crosslinker no
modifican su peso molecular (PM) respecto a la primer dimension, mientras que
las que fueron unidas por el crosslinker daran bandas de menor PM
correspondientes a las de las especies P y P’ puras. Cuando en la deteccién se
utilizan anticuerpos especificos para las especies involucradas se podria evitar

la segunda dimension del gel.

D55
Disuccinimidil Suberato
PM 368.34
Espaciador 11.4A

Figura 11.3. Estructura del DSS como ejemplo de crosslinker homobifuncional.

Para la deteccion de proteinas interactuantes existen dos aproximaciones:

In vivo: Se consigue mediante la utilizacion de crosslinkers hidrofobicos
capaces de atravesar la membrana celular seguido de inmunoprecipitacion de
la proteina bait (lo cual incrementa la sensibilidad de esta ultima técnica).

In vitro: se basa en la adicion de una proteina pura a un sistema proteico
complejo al cual se le agrega un crosslinker determinado. La posterior
deteccion del complejo se simplifica en gran medida cuando la proteina es
marcada antes del crosslinking, ya que de esta manera existe sélo una fuente
de material marcado para detectar (poliHis, GST, is6topos radiactivos, etc.)

La simple adicion de crosslinkers homo- o heterobifuncionales a las
suspensiones celulares o a sus homogenatos causara la formacion de gran
cantidad de conjugados proteicos, no todos estaran involucrados en interaccion
proteica real, algunas simplemente resultan unidas por encontrarse en la
vecindad al momento de reaccionar con el crosslinker. El desafio de esta
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técnica radica en el analisis de los resultados una vez que los complejos han

sido aislados.

Coinmunoprecipitacion.

El fundamento de esta técnica se basa en la generacion de un lisado celular al
cual se le agrega anticuerpo, se precipita el antigeno, se lava y las proteinas
unidas son eluidas y analizadas por SDS-PAGE y Western Blot. El antigeno
utilizado para obtener el anticuerpo puede ser una proteina purificada o un
péptido sintético acoplado a un transportador. El anticuerpo puede ser mono- o
policlonal. Alternativamente, si la proteina tiene una marca incorporada como c-
Myc, GST o poliHis, existen anticuerpos comerciales disponibles para
detectarla. Este procedimiento puede realizarse en batch o en columna, en
ambos casos la resina generalmente contiene proteina A o G, las cuales unen
la fraccidn Fc de anticuerpos tipo IgG (Phizicky, 1995).

La inmunoprecipitacion y la coinmunoprecipitacion comparten el mismo
principio, sin embargo en esta ultima el anticuerpo al precipitar el antigeno, co-
precipita la/s proteina/s interactuante/s con la proteina contra la que esta
dirigido. Es posible que esta técnica no sea util cuando el antigeno o proteina
bait presenta interacciones transitorias con otras proteinas del entorno celular,
las cuales serian arrastradas con los lavados previos a la elucién final. Es en
estos casos que la incorporacion de crosslinkers seria util para la captura de
complejos transitorios.

Se asume usualmente que las proteinas co-precipitadas estan relacionadas en
cuanto a su funcion a nivel celular, pero esto debe ser verificado y demostrado
por otros métodos.

Uno de los inconvenientes de esta técnica es que suelen existir interferencias
en el analisis del gel producidas por bandas del anticuerpo que se eluye junto
con el complejo proteico. Una solucidon en este sentido es la inmovilizacion
Directa a través de los grupos amino superficiales del anticuerpo a un soporte

de agarosa activado con N-hidroxi succinimida (NHS). En la técnica Indirecta

314



se utiliza un crosslinker como DSS para unir quimicamente el anticuerpo a la
proteina A o G de la resina. En el mismo sentido si se tiene un anticuerpo
biotinilado puede ser unido a una resina de agarosa con estreptavidina
inmovilizada. De esta forma el anticuerpo se une fuertemente a la matriz y no
es arrastrado en las condiciones de elucién del antigeno (Thermo Scientific
Pierce Protein Interaction Technical Handbook Version 2. 2010).

En la coinmunoprecipitaciéon tradicional el complejo inmune se forma en
solucion antes de precipitarlo con proteina A o G inmovilizada. En cambio
cuando se utiliza anticuerpo inmovilizado la formacion del complejo inmune y
Su precipitacion ocurre en un unico paso.

Al momento de analizar los datos obtenidos es importante definir si esta
interaccién ocurre in vivo y qué importancia tiene a nivel celular. Con el fin de
verificar la interaccion es importante determinar los siguientes items (Phizicky,
1995):

1) Confirmar que la proteina co-precipitada se obtiene por el anticuerpo contra
la proteina bait/antigeno: el suero policlonal no debe poseer clones que unan
directamente otras proteinas del extracto celular. Se puede lograr “purificando”
el suero al pasarlo por una columna que contenga la proteina bait inmovilizada.
2) Determinar que el anticuerpo contra la proteina bait/antigeno no reconozca
directamente a la/s proteina/s prey: se puede lograr descartar tal efecto
repitiendo el ensayo con un anticuerpo especifico para la proteina prey, en
cuyo caso se debe obtener el mismo complejo bait:prey. Esta técnica puede ser
utilizada como una herramienta de confirmacion.

3) ¢La interaccién es mediada por una tercera proteina? Sera necesario aplicar
MS para descubrirlo.

4) Determinar si la interaccidén ocurre en la célula o es un artefacto de la lisis
celular: seran necesarios estudios de co-localizacion y mutagénesis puntual
que perturbe el sitio de union.

Esta técnica presenta las siguientes ventajas:

1) Detecta interacciones en una mezcla proteica compleja como es un lisado

celular crudo.
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2) El antigeno/bait y las proteinas interactuantes se encuentran en la misma
concentracion relativa que en la célula.

3) Los complejos se encuentran en su estado natural para la co-precipitacion.
4) Las proteinas se encuentran en su estado postraduccional correspondiente.
A la vez presenta sus desventajas:

1) Las proteinas co-precipitadas no necesariamente interactuan directamente,
pueden ser parte de complejos mayores.

2) No es tan sensible como otros métodos, por €j. la cromatografia de afinidad
a proteina (pull down, ver mas arriba), debido a que la concentracion de
antigeno es menor. Esto se puede evitar agregando exceso de antigeno al
lisado celular. Otra forma es, como se menciond previamente, agregando un

crosslinker en un paso previo a la precipitacion.

Far Western Blot.

En el ensayo clasico, una proteina bait (marcada o detectable mediante un
anticuerpo especifico) es utilizada para sondear y detectar la/s proteinal/s prey
en una membrana. La muestra que contiene una mezcla compleja de proteinas
es separada por SDS-PAGE o PAGE nativo (colocando un patrén de peso
molecular de tipo Rainbow, GE) y luego se transfiere a una membrana. En este
formato la/s proteinals prey se vuelve/n accesible/s para ser incubada/s con la
proteina bait. Luego de la transferencia la membrana es bloqueada y luego se
le agrega una solucion con proteina bait purificada. Un sistema de deteccién
especifico para la proteina bait es utilizado para identificar las bandas
correspondientes (Thermo Scientific Pierce Protein Interaction Technical
Handbook Version 2. 2010).

Las proteinas desnaturalizadas pueden no ser capaces de interactuar (falso
negativo) o generar interacciones apdécrifas (falso positivo). Esto no implica que
la identificacion de interacciones reales no sea posible sino que deben tomarse

recaudos como el uso de controles y una validacion apropiada.
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El tipo de membrana (por ej. nitrocelulosa o PVDF) utilizado para transferir las
proteinas es critico, debido a que algunas se unen selectiva o preferentemente
a un tipo de membrana en particular. La tasa de transferencia proteica es
inversamente proporcional a su peso molecular. Para el analisis es esencial
que al menos el dominio de interaccion de las proteinas en la membrana no
esté desnaturalizado. Para lo cual si se desnaturalizé en la transferencia debe
ser capaz de plegarse nuevamente para dejar el sitio de interaccidn intacto.
Generalmente un porcentaje significativo de la poblaciéon de proteinas se
recompone luego de la remocién del SDS.

Las interacciones proteicas detectadas dependen de varios factores: la
naturaleza de las proteinas, el pH, la concentracion de sales y la presencia de
ciertos cofactores en la incubacién con la proteina bait. Algunas interacciones
pueden incluso requerir la presencia de otras proteinas. Las condiciones
necesarias deben ser mantenidas a lo largo de todo el proceso para preservar
la interaccion hasta el momento de la deteccion.

El método de deteccidn puede ser:

1) Directo cuando la proteina bait tiene marca radiactiva

2) Indirecto con un anticuerpo especifico para la proteina bait

3) Indirecto con un anticuerpo contra la marca (GST, poliHis, etc.) de la
proteina bait

4) Indirecto cuando una proteina bait esta marcada con biotina, mediante el
agregado de una enzima (HRP, horseradish peroxidase, o PAL: fosfatasa
alcalina) unida a estreptavidina.

Es aconsejable correr dos geles idénticos, una vez finalizada la electroforesis,
uno de los geles se transfiere y se procede con el Far Western Blot como se
indico previamente y al otro se le realiza Tincidn de plata o Coomassie coloidal
para poder observar todas las proteinas presentes y corroborar que aquellas
detectadas en la membrana también se encuentren presentes en el gel sin
transferir.

Es importante incluir controles que permitan distinguir interacciones proteicas
verdaderas de artefactos inespecificos. Con este fin se puede incorporar en la

incubaciéon una proteina no relevante a los fines del estudio en vez de la
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proteina bait. Otro control negativo seria realizar el procedimiento completo,
obviando la incorporacidon de la proteina bait. Estos controles deben ser
llevados a cabo en paralelo al tratamiento de la muestra.

Existen alternativas al procedimiento clasico (Figura 11.4):

Coomasie/Plata ~ Far western blot tradicional | Far western blot-crosslinker

Proteinas prey Proteinas prey Froteinas prey

— ‘,_:.f bait # ‘,_:., bait #
#_Ei Incubacion #_Ei Incubacidn .
= ¥4— —#| Pérdidade %J‘ Sezuido
N E’t interacciones #:_* de lavado
—T — | |abiles
Deteccign ¥ +Anti bait ‘, & Anti ba
de todas E:,. !:FEtEI:Eiflrn de !EJ F'EtEEI:H:.I'n de
las prot. —¥| interacciones —r lnterattlupgs
presentes — | fuertes — % [fuertes y labiles

Figura 11.4. Comparaciéon de una técnica de deteccion general de proteinas (Coomassie o
Tincién de Plata) vs. Far Western Blot. Ventajas de la utilizacion de crosslinkers.

1) Far western blot con crosslinker (Sato, 2011): Cuando se sospecha que las
interacciones proteicas son transitorias, se puede incorporar un paso en el que
se agrega un crosslinker (por ej. EDC) el cual cimente las proteinas bait y prey
para que en los posteriores lavados no se pierdan y queden sin ser detectadas.
2) Far western blot en gel: se procede como en la técnica clasica salvo que no
se transfiere a ninguna membrana sino que la interaccién se lleva a cabo
incubando el gel con proteina bait. Para esto es necesario remover el SDS
luego de la electroforesis mediante isopropanol 50% lo cual va a permitir el

plegamiento correcto de las proteinas. La desventaja es que son necesarias
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mayores cantidades de proteinas bait y prey para que la interaccion pueda ser

detectada.

11.3. Técnicas de confirmacion in vivo.

Forster Resonance Energy Transfer.

El uso de herramientas bioinformaticas asi como las diversas técnicas de
screening previamente explicadas, pueden darnos como resultado un par de
proteinas candidatas a interactuar entre si. El paso siguiente en el estudio de
IPP es la confirmacién in vivo de esta interaccion. Una vez establecida la
interaccion in vivo, puede estudiarse la constante de asociacion de las
proteinas, mapear las areas de interaccion entre las mismas, etc. El objetivo de
esta seccidon del capitulo consiste en explicar dos técnicas de microscopia
utiles para la comprobacion in vivo de IPP.

La microscopia confocal (ver Capitulo 13 Microscopia) es una técnica
ampliamente utilizada para el estudio de los componentes intracelulares asi
como sus asociaciones entre si. Esta técnica permite el estudio in vivo de IPP,
y la colocalizacion es un prerrequisito para que dos especies moleculares
interactuen. Una proteina promedio como la albumina (67 kDa) mide 3x8 nm
aproximadamente. El limite de resolucioén tedrico de un microscopio confocal en
el eje XY es de ~200 nm. La colocalizacién de dos proteinas que permite
evidenciar esta metodologia posee un margen de error muy alto. Dos proteinas
marcadas por fluoréforos distintos pueden encontrarse a mas de 100 nm entre
si, y sin embargo, mediante la simple observacién de las mismas por
microscopia, colocalizar en el plano XY. El limite de resolucién del microscopio
no es lo suficientemente pequefo para aportar informacion valida que nos
permita corroborar la interaccidén entre dos proteinas que colocalizan.
Afortunadamente, otras técnicas que pueden ser empleadas en células vivas

pueden proveer esta informacién, como FRET (del inglés Férster resonance
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energy transfer). El fendbmeno de FRET implica la transferencia de energia
desde un fluoroforo dador a un fluoréforo aceptor adyacente que posee una
superposicion espectral significativa y orientacion apropiadas (Figura 11.5)
(Lakowicz, 1999). ElI fenobmeno de FRET es un quencher de la fluorescencia
muy eficiente (Fricker, 2006). El término Quenching de la fluorescencia hace
referencia a cualquier proceso que produzca una disminucion en la intensidad
de la fluorescencia emitida por una determinada sustancia. Una gran variedad
de procesos pueden provocar la desactivacion de la fluorescencia, entre ellos,
la transferencia de energia; en el caso de FRET, desde el dador (que se
quenchea) al aceptor. El fendmeno de FRET puede detectarse espectralmente
como una disminucién (Quenching) en la emision del dador con un incremento

proporcional en la emision del aceptor sensibilizado.

Dador Aceptor

Ex Em Em

Intensidad

1 T
A A
EM‘L:::ngi’cud de onda (nm) om

Figura 11.5. La superposicion espectral entre el espectro de emision del dador (espectro
verde) y el espectro de excitacion del aceptor (espectro amarillo), sumado a la correcta
orientacion de los fluordforos en el espacio permiten la transferencia de energia, Esta
transferencia de energia es evidenciada como una disminucion de la intensidad de
fluorescencia del espectro del dador, y un aumento de la intensidad de fluorescencia del
espectro del aceptor.
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En capitulos anteriores se menciond la siguiente ecuacion de la teoria de

Forster:

Ro
KT(r) = %(?)6 Ec. 11.1

donde KT es la velocidad de decaimiento del estado excitado del dador (en
ausencia de aceptor), transferencia de energia de Forster, Tp es la vida media
del donante, Ry es el radio critico de Forster, donde la transferencia de energia
y el decaimiento espontaneo del estado excitado del dador son igualmente
probables, y r es la distancia entre el donante y el aceptor. De esta ecuacién se
deduce que la eficiencia de FRET disminuye con la inversa de la sexta potencia
de la separaciéon entre los fluoréforos. La distancia a la que la energia de
transferencia disminuye un 50% (conocida como radio de Forster) es alrededor
de 3-6 nm para un par comun dador-aceptor.

Uno de los muchos factores que pueden influenciar la medida del tiempo de
vida de una poblacion de fluoréforos es la proximidad a una segunda molécula
fluorescente con las propiedades espectrales que permitan a ésta absorber la
energia de emision del primer fluoréforo a través de FRET. El decaimiento del
tiempo de vida (1) del primer fluoréforo (dador) puede ser usado como una
medida de la interaccion FRET con el segundo fluoréforo (aceptor)
(Figura 11.6). Esta medida se conoce como FLIM (del inglés Fluorescence
Lifetime Imaging Microscopy) (Lleres, 2007). La transferencia de energia entre
dador y aceptor sélo puede ocurrir cuando las dos moléculas se encuentran
muy cercanas (~1 a 10 nm), consistente con el hecho de estar molecularmente
en contacto. Entonces, debido a esta dependencia a la proximidad, FRET
provee un ensayo que permite detectar interacciones entre 2 proteinas que se
encuentran marcadas con un dador y aceptor FRET respectivamente (Lleres,
2007).

Para obtener medidas cuantitativas, particularmente la asociacién de proteinas
en estado estacionario, es necesario tener en cuenta una serie de fenédmenos
que pueden interferir en la determinacién. Se deben realizar controles para

corregir el background, autofluorescencia (fluorescencia debida a sustancias
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presentes en la muestra que son fluorescentes, pero no han sido marcadas
intencionalmente para ser observadas), sangrado de los espectros (los canales
de deteccion de la emision a veces no son lo suficientemente estrechos para
detectar solo la emision del aceptor excitado, se corre el riesgo de tener algo
de sefal proveniente de la cola del espectro de emision del dador),
fotoblanqueo (destruccion fotoquimica del fluoréforo, puede suceder por la
exposicion prolongada a longitudes de onda de excitacion), y diferente

sensibilidad de los fluoréforos al ambiente.

Sin interaccion Con interaccion

Proteina 1

Proteina 2

Dador Dador

S, FRET
—‘% _.ﬂ_‘i al aceptor
s, SN "
T
i
Lol .:
N T
i
TD TFRET :
e Em— s [
. \ 4 \ A /
(s}
Tiempo de vida Tiempo de vida

Figura 11.6. La proteina 1 se encuentra marcada con la proteina fluorescente verde GFP
mientras que la proteina 2 se encuentra marcada con la proteina fluorescente roja mCherry.
GFP-mCherry son capaces de formar un par FRET. El diagrama de Jablonski en la situacion
sin interaccion (ver cap. Fluorescencia) muestra el tiempo de vida 1p del dador GFP. Cuando
las proteinas 1 y 2 interaccionan, GFP y mCherry estan los suficientemente cerca y
correctamente orientadas para que la transferencia de energia entre el dador GFP y el aceptor
mCherry se produzca. El diagrama de Jablonski en la situacién con interaccion muestra la
disminucién del 1p del donor cuando se produce la transferencia de energia, ahora llamado

TFRET.
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Para llevar a cabo una medida FLIM-FRET, las dos proteinas de las que se
pretende estudiar su interaccidon deben estar marcadas cada una con un
fluoréforo adecuado. EI modo mas conveniente de obtener este par de
proteinas marcadas in vivo es expresar cada una de ellas fusionada a su
respectiva proteinas fluorescentes (ver Capitulo 2 Fluorescencia). Las dos
proteinas fluorescentes usadas como marca deben poseer las propiedades
espectrales apropiadas que les permitan funcionar como par FRET. Un par
FRET muy comunmente utilizado consiste en usar EGFP (Enhanced-Green
Fluorescent Protein) como dador y mCherry (monomeric Cherry red fluorescent
variant) como aceptor (Figura 11.7). Otra combinacion que puede ser usada
como par FRET es CFP (Cyan Fluorescent Protein, como dador) y YFP (Yellow
Fluorescent Protein, como aceptor). Idealmente, el experimento de FLIM-FRET
deberia ser llevado a cabo en lineas celulares que expresen de modo estable
ambas proteinas de fusion. Sin embargo, dado el hecho que FLIM-FRET es
generalmente insensible a la concentracion relativa de los fluoréforos, es
posible llevar a cabo el protocolo en células que expresen de modo transitorio
una o ambas proteinas de fusion (Lleres, 2007).

En la Figura 11.7 se muestra un ejemplo de una medida de FLIM-FRET que
permite evidenciar la asociacion del par FRET GFP-mCherry. GFP es el
fluoréforo dador y mCherry el fluoréforo aceptor. En la Figura 11.7A, células
HelLa fueron cotransfectadas con las proteinas GFP y mCherry, ambas
expresadas de modo independiente. En el primer recuadro, se observa la
medida del 1p (tiempo de vida media del dador, GFP). El siguiente recuadro
muestra el Terer. En el caso que el fendmeno FRET se estuviera dando, Teret
deberia ser menor que el 1p. Dado que TereT €s igual al Tp, en esta situacion,
GFP y mCherry coexpresadas de modo independiente en células HeLa no
interactuan, se encuentran entre si a distancias mayores que las necesarias
para que ocurra el fendbmeno FRET. El tercer recuadro muestra el porcentaje
de eficiencia FRET. En el caso A, la eficiencia FRET es nula.

En la Figura 11.7B, se repite el ensayo, esta vez transfectando las células
HelLa con una construccion de GFP unida a mCherry por 17 aminoacidos. En el

primer recuadro se muestra la medida del 1p, 2.11ns en este caso (como
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previamente mencionamos, el T de un fluoréforo se ve influenciado por su
entorno, la presencia de mCherry modifica el 1p de GFP). En el segundo
recuadro, se muestra la medida del Trret. ENn este caso, el Trret €5 de 1.95ns,
menor que el Tp, indicando que el fendbmeno FRET esta ocurriendo.

En la Figura 11.7C, las células se transfectaron con una construccién de GFP
unida a mCherry por solo 7 aminoacidos. En el primer recuadro el 1p es 2.05ns
mientras que el Trrer qQUe muestra el segundo recuadro es 1.58ns. La mayor
cercania entre GFP y mCherry aumenta la eficiencia FRET (tercer recuadro)
asi como disminuye el TereT.

El rango de interacciones moleculares comprobados mediante FRET esta
creciendo e incluye la dimerizaciéon de factores de transcripcion o receptores,
formacion de dominios lipidicos, interacciones entre subunidades en un unico
complejo proteico funcional o “metaboloma”, asociacidon de proteinas

regulatorias o de sefalizacion.

Correlacion de espectroscopia de fluorescencia (FCS).

La caracterizaciéon cuantitativa de interacciones biomoleculares es de
fundamental importancia para comprender los mecanismos celulares. En los
ultimos anos, dos desarrollos han revolucionado el modo segun el cual estas
interacciones pueden ser medidas: el descubrimiento de proteinas
autofluorescentes y la posibilidad de detectar estas moléculas con una
sensibilidad de una unica molécula. La éptica confocal ha sido la mejora en
microscopia que nos permite, hoy en dia, detectar moléculas con una
sensibilidad de una unica molécula por campo (Langowski, 2008).

La difusion de particulas fluorescentes dentro y fuera del volumen de deteccion
(aprox. 1fl) hace que la intensidad de fluorescencia en los detectores fluctue
aleatoriamente. La correlacion de espectroscopia de fluorescencia (FCS) mide
y analiza estas fluctuaciones, a través de la informacion colectada sobre la
movilidad de las moléculas que cruzan el haz de laser (Figura 11.8). FCS

permite la medida de interacciones biomoleculares. Cuando un ligando
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fluorescente se une a una macromolécula, su movilidad se vera restringida por
la presencia de su compariero de interaccion de mayor tamano (Fricker, 2006).

En biologia celular, la movilidad que hemos mencionado esta caracterizada por
el coeficiente de difusion D expresado normalmente en unidades de pm25'1. La
medida de D revelara eventualmente interacciones entre el ligando fluorescente
y macromoléculas de mayor tamafo, siempre y cuando D cambie

significativamente.

Tiempo de vida T Eficiencia
medio del dador T1p FRET FRET (%)
2.34 ns 2.34 ns 0 %
211 ns 1.95 ns 20 %
2.05ns 1.58 ns 60 %

7 Aminoacidos

Figura 11.7. Medida in vivo de FLIM-FRET. Células HelLa vivas que coexpresan EGFP libre y
mCherry libre (A). (B) Células expresando EGFP unida directamente a mCherry por un linker de
17 aminoacidos. (C) Expresién de EGFP unida a mCherry por 7 aminoacidos en células HeLa.
Se calcularon los tiempos de vida y eficiencia FRET del dador (EGFP) en cada una de las 3
situaciones (Lleres, 2007).

En una primera aproximacion, D es proporcional a la mayor dimension lineal de
la macromolécula, su dependencia de la masa molecular M de una proteina
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globular no es muy fuerte; para que D se duplique, M deberia aumentar 23=8
(Ley de Fick M=-D,A.t(dc/dn), A es la superficie normal a la direccion de la
difusion en m? t es el tiempo en segundos y dc/dn el gradiente de
concentracion). Una asociacion entre dos ligandos de tamano similar
disminuiria D aproximadamente un 26%, cambio poco detectable en presencia

de ruido en la sefal (Langowski, 2008).

Correlacién g(T)

Figura 11.8. E/ movimiento de una proteina marcada fluorescentemente dentro y fuera del
volumen de iluminacién provoca fluctuaciones en la intensidad de fluorescencia detectada.
Cuando una proteina se asocia a otra, las fluctuaciones debidas al pasaje dentro y fuera del
volumen de deteccion cambian. La funcién de autocorrelacion permite estudiar estas
fluctuaciones de intensidad de fluorescencia. El decaimiento de la funcién de autocorrelacion
se relaciona con la disminucién de la movilidad difusional de las especies que atraviesan el
volumen de deteccion.

Un modo mas sensible para utilizar el movimiento aleatorio de macromoléculas
para detectar su interaccion consiste en utilizar dos colores en la correlacion
cruzada de espectroscopia de fluorescencia (FCCS). En este caso, ambos
componentes de la interaccion son marcados con fluoréforos que son
espectroscopicamente distinguibles. Si forman un complejo, entraran y saldran
del foco del laser al mismo tiempo; si no interaccionan, sus respectivos
movimientos (y fluctuaciones de fluorescencia) no estaran correlacionados.
FCCS es un modo conveniente de demostrar union entre dos macromoléculas
marcadas con diferentes fluoréforos porque el complejo mostrara fluorescencia
correlacionada a ambas longitudes de onda.

Debido al pequefio foco del haz laser, las medidas dentro de células vivas se
han hecho posibles. Las lentes de un tipico microscopio de alta resolucion
poseen un punto focal de 300nm de diametro y 1,5um de largo, de este modo,
los procesos que implican difusion dentro de una célula u organela pueden ser

comprobados de un modo posicién-dependiente.
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El primer dato que se obtiene en un experimento de FCS es la intensidad de
fluorescencia dependiente del tiempo F(t), que es proporcional al numero de

particulas en el volumen de observacion al tiempo t (Langowski, 2008).

Funcién de autocorrelacion.

Las fluctuaciones en la intensidad de fluorescencia se caracterizan por su

funcién de autocorrelacion G(1), que describe el movimiento aleatorio del

fluoréforo.

(F(1))* Ec. 1.2

Donde F (t) es la intensidad de fluorescencia dependiente del tiempo. Esta
funcidbn de autocorrelacién se grafica usando los datos experimentales
obtenidos.

Para obtener cantidades tales como coeficientes de difusidon, concentraciones,
o evaluar constantes de reaccion, se ajusta una funcion de correlacion tedrica a
la medida G(r), la cual estd basada en un modelo que contiene estas

cantidades como parametros libres (Langowski, 2008).

1 4n7\ ! 4D\ ¢
(1) =— (I L ) (I b — ) L Ec. 11.3
eV aff Wy il

Correlacion cruzada de dos colores (FCCS).

Cuando el coeficiente de difusién D cambia suficientemente al producirse la
unién/interaccion de dos macromoléculas, el complejo puede distinguirse en

G(1) como una segunda especie y su concentracion ser determinada. Sin
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embargo, en casos donde D cambia s6lo ligeramente o no cambia, como en el
caso en el que un ligando no fluorescente se une a una particula fluorescente

de tamafno mucho mayor, esta estrategia no puede ser utilizada.
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Figura 11.9. A, B- FCCS controles in vivo para fluoréforos independientes (A) y
covalentemente unidos (B). Se muestran las amplitudes de autocorrelacién normalizadas G(7)
en los canales rojo (linea roja) y en verde (linea verde) medidos en células Hela expresando
(A) EGFP y mRFP1 separadamente; (B) una construccién de ambas proteinas EGFP y mRFP1
unidas covalentemente. La funcién de correlacion cruzada se muestra en azul. Los rombos
representan la informacion medida, las lineas las curvas ajustadas. Imagenes insertas:
imagenes confocales de las células en los canales para EGFP (verde) y mRFP1 (rojo). Las
cruces blancas indican el punto de medida (Langowski, 2008).

En FCCS, la fluorescencia es detectada simultaneamente a dos longitudes de
onda distintas en el mismo volumen de deteccion. Es simple de observar que
en una mezcla de dos moléculas fluorescentes emitiendo a dos longitudes de
onda diferentes sin interactuar entre ellas, las mismas difundiran
independientemente y la amplitud de la funcion de correlacion cruzada sera
cero (Figura 11.9A). Por el contrario, cuando la particula estd marcada con dos
fluoréforos que emiten simultaneamente a las dos longitudes de onda
respectivas, la funcion de correlacién cruzada es igual a la funcién de
autocorrelaciéon para un unico color en FCS (asumiendo eficiencias de
deteccidn iguales y superposicion exacta de los volumenes de deteccion para
ambos canales). Este ultimo caso se da, por ejemplo, cuando las especies

fluorescentes forman un complejo (Figura 11.9B) (Langowski, 2008).
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En FCCS, la cantidad de complejo formada entre dos biomoléculas marcadas
fluorescentemente puede obtenerse midiendo la amplitud de la correlacidon

cruzada.
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