
Proteine ricombinanti per studi 
strutturali.

studio dell’interazione 
proteina/proteina e 

proteina/ligando



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Interazione Proteina/ proteina (PPI)



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

PPI network



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

PPI affinity ranges

KD>10-4M (sub mM) 10-4 > KD > 10-8 (sub mM- nM) KD < 10-8 (nM)
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PPI tipi



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

PPI : basi



PPI : metodi di identificazione/mapping
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PPI : metodi di identificazione/mapping

Molecular INTeraction Database

Biomolecular Interaction Network Database

Database of Interacting Proteins

Molecular Interaction Database

• Yeast two-hybrid system
• PCA (split ub, GFP, lactamase, galactosidase)
• FRET/BRET/BiFc

• Co-IP
• Pull-down
• SPR
• Phage Display
• HD-exchange MS/Protein Painting

https://mint.bio.uniroma2.it/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC165503/
https://dip.doe-mbi.ucla.edu/
https://mint.bio.uniroma2.it/


Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

PPI : Two Hybrid system
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PPI : Two Hybrid system

UBPs

Per complessi binari a livello di membrana
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PPI : Protein-fragment complementation assay
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PPI: BiFc (Bimolecular Fluorescence Complementation)
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PPI : Fluorescence based methods



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

PPI: FRET (Förster Resonance Energy Transfer)

consente di determinare la vicinanza/orientamento di due fluorofori
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PPI: FRET (Förster Resonance Energy Transfer)

Coppie FRET di fluorofori per marcare in modo specifico biomolecole:

Espresse come proteine di fusione con proteine fluorescenti
• BFP-GFP
• CFP-dsRED
• CFP-YFP

Coniugate chimicamente
• Cy3-Cy5
• Alexa488-Alexa555
• Alexa488-Cy3
• Alexa594-Alexa647
• FITC-TRITC
• Terbium (III)-Fluorescein
• DiSBAC4(3)-CC2-DMPE (a voltage sensitive FRET pair)

In vivo: all'interno dell’ambiente fisiologico (batteri, funghi e cellule di 
mammifero)

In vitro consente di calcolare la distanza/orientamento di due fluorofori 
di studiare cambiamenti conformazionali
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PPI: BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer)
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PPI: BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer)

• GFP
• YFP
• Venus
• dsRed
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PPI: BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer)



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

PPI: BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer)

CODA-RET (BRET+PCA): complessi ternari

Rluc8 N Rluc8 C
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PPI: BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer)
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PPI : Pull-down e CoIP
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PPI&PLI: Hydrogen/Deuterium Exchange (DX-MS)



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

PPI&PLI: Protein Painting



PPI&PPL : metodi di caratterizzazione quantitativa



DSF



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

DSF: Applicazioni
1) PLI: Screening di ligandi

Correlazione stabilizzazione/affinità dell’interazione proteina/ligando: IC50 < 1μM → ΔTM > 4°C
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DSF: Applicazioni
2) PLI: HIT PROFILING 

Il ranking della forza di interazione del ligando e la stima dell‘ energia di legame possono essere ottenuti 
confrontando i valori Tm di proteina apo e dei complessi proteina-ligando.
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DSF: Applicazioni
3) PLI: Caratterizzazione quantitativa

A T costante: due di equilibri accoppiati (folding / unfolding della proteina ​​e legame / dissociazione del 
ligando).

Approccio "isotermico“: dalle 
curve di melting a diverse 
[ligando] 
→frazione di proteina 
denaturata ​​a una data T 
→KD.



DSC



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

DSC: applicazioni
PLI: Caratterizzazione quantitativa

L'aumento della TM

Shift del termogramma verso destra 
consente di stimare l’affinità di legame:

Per l’interazione P + L ↔ PL

∆ TM TM(PL) - TM(P)     R TM(P)     ln    1 +  [L]

TM(PL)               TM(PL)          ∆H(P)                      KD

= =

TM(P)
TM(PL)



ITC



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Isothermal Titration Calorimetry (ITC)
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Isothermal Titration Calorimetry (ITC): basi

Per l’interazione a pressione costante, 

P + L ↔ PL

∆H variazione di entalpia molare
V0 volume della cella calorimetrica

Si ottiene ∆H  se
• Saturazione completa o [PL] / [P]T ≈ 1 
• Sottrazione adeguata del background
• [P]T accurata

QT = V0 ∆H [PL]

[P]T V0 ∆H [P]T

[PL] QT =
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ITC: basi

Δ G = RT ln KD = Δ H – T Δ S

→ diversi meccanismi di legame
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ITC: basi

Δ H – T Δ S Δ G = Δ H – T Δ S

- - Processo favorito da entrambi e spontaneo a tutte le T

- + Processo favorito da entalpia ma sfavorito da entropia, 
spontaneo a  T <  Δ S / Δ H

+ - Processo sfavorito da entalpia ma favorito da entropia, 
spontaneo a  T >  Δ S / Δ H

+ + Processo sfavorito da entrambi e mai spontaneo
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ITC: basi

CASI ESTREMI DI PLI:

A. ΔH driven (ligandi polari):

con grande grado di flessibilità
con distanze ottimali per legami H
molto specifici

AFFINITA’ BASSE

B. -TΔS driven (ligandi idrofobici): 

spesso molto grandi
meno specifici

AFFINITA’ ALTE
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ITC: setup
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ITC: setup
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ITC: setup

ISOTERMA DI LEGAME
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ITC: strumentazione
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ITC: condizioni sperimentali

preparazione del campione 

1. I tamponi della cella e della siringa devono essere identici 

2. Misura della []
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ITC: condizioni sperimentali

[P] nel μM

C = [P]/KD
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ITC: condizioni sperimentali
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ITC: vantaggi
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ITC & Drug Design

•termodinamica per guidare l'ottimizzazione del farmaco (SAR: Structure–activity relationship):

Due approcci: ottimizzare
Δ H 
Δ S
Ma perdita di specificità

impossibilità di ottenere KA alte
polimorfismi associati a drug-resistence

ITC guida nella scelta del tipo di modifiche
determina variazioni nel tipo di legame 
associate a polimorfismi
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ITC:
Applicazioni nella scoperta e lo sviluppo di nuovi farmaci:

Inibitori della trombina:

Strutture cristalline di due inibitori della trombina strettamente correlati 
con un gruppo ciclopentile o cicloesile
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ITC:
Applicazioni nella scoperta e lo sviluppo di nuovi farmaci:

Inibitori della proteasi di HIV-1
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ITC:

•Misura il calore globale
• solo per PPI/PLI con calore misurabile
•Elevato consumo di campione
•Non può misurare direttamente affinità 

a) molto alte (KD < 10-8)
b) molto basse (KD > 10-4)
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ITC:

Metodi di DISPACEMENT:

Prerequisito: competitore noto:

K app = KA/(1+Kcomp [comp])

a) DEBOLE (W)
Misurabili KD fino a 10-12

b) FORTE (S)
Misurabili KD fino a 10-3


