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Analisi dell’interazione proteina-proteina




ESPERIMENTO VIRTUALE:

a) Sovraesprimere separatamente le ORFs VIRALI nel
modello cellulare

b) Analizzare PINTERATTOMA (proteine cellulari associate)
delle proteine virali
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APPROCCIO SPERIMENTALE:

Utilizzo di tecniche che permettono di isolare proteine endogene
associate alla proteina «<ESCA» sovraespressa

Immobilizzare la bait su una fase solida
*L o “Bait" only  Sample

lncubatel

— s— - “Bait”

— - “Prey”

Elute




Espressione di bait come proteina di fusione in batteri
Es. GST-pulldown

Bait expressed
as GST Fusion
in E.coli

GST '( BAIT

l Cell Lysis
Bind/Wash/Capture on

Glutathione Particles . .
1 @Prey Lisato cellulare
Sepharose-
Glutathione GOT ’ ‘

Mix and Allow
Interaction to Occur
@— GST PREY

‘ Wash and Elute Complex  + Glutathione
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Limite dell’approccio: le interazioni NON avvengono tra

proteine della cellula

Approccio alternativo:

PURIFICAZIONE di proteine SOVRAESPRESSE (in fusione) o
ENDOGENE

ispresse in cellule di mammifero e analisi dell’interattoma



IMMUNOPRECIPITAZIONE:
purificazione di proteine mediante anticorpi specifici

Tagged protein

Vantaggio: si puo applicare anche a proteine ENDOGENE




Lisato cellulare

Incubazione con
0O un anticorpo
diretto contro la

O @)
O O proteina di interesse

o O 0 /y ~O

Miscela di Y N

proteine
Legame a un
anticorpo
specifico
per la proteina
di interesse

Immunoprecipitazione

Raccolta
dei complessi o
antigene-
anticorpo

Dissociazione delle
proteine in seguito
ad ebollizione

| compless: antigene-anticorpo
st legano alle biglie

N [
O O O Migrazione

Elettroforesi su gel
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Immobilizzazione degli anticorpi sulla resina ]

IgG binding proteins

Protein A
Staphilococcus

Protein G
Streptococcus

Protein A/G
Recombinant fusion
protein

https://www.cd-bioparticles.com/t/Protein-Isolation_48.html

Protein A/G
Beads

Streptavidin

Streptavidin
Beads
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Bead

Surface-activated
Bead

Y
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Antibody Affinity-bound
{1gG) Immobilized Antibody
+ W — Streptavidin =
Biotinylated Affinity-bound
Antibody Immobilized Antibody
HaN Y
; — 3 A
HoN o Bead
2
NH; Y4+
Amine Ligand Covalently

(Antibody)

Immobilized Antibody



Proteine «taggate» sovraespresse o proteine endogene?

Endogenous proteins

Main Protein complexes are isolated
advantages in a relatively natural state.

The epitope may be buried
upon complex formation.
Antibody binding may
interfere with complex
formation.

Issues to
consider

Comparison of Co-IP with endogenous proteins versus tagged proteins

Tagged proteins (pull-down
assay)

An N- or C-terminal tag is likely
available for antibody binding
after complex formation.
Antibody binding is unlikely to
interfere with complex
formation.

The expression levels of
recombinant proteins are
substantially higher than those
of their endogenous
counterparts, which may
result in artifactual results.



Identificazione degli interattori della proteina esca

Magnetic

1) Lisato cellulare 2) Purificazione dell’esca 3) Analisi delle proteine

Q co-purificate
Pr‘mema \\(' @\\ 5% 4

di interesse 10
(esca)




SCELTA DEI SAGGI PER LANALISI DELLINTERATTOMA #1

@ ©, ® ® ®

Cell lysates Antigen-antibody Antigen-antibody- Antigen-antibody- Downstream
(total protein) complex bead complex bead complex applications
(with other proteins) (no other proteins) (Western blot)
I
s\ /= o ©

Y 5)
\

Add antibodies
and incubate

Wash and
elute

Add Protein A/G
beads and incubate

Protein of
interest

Se le proteine partner sono candidati noti,
si possono analizzare mediante Western Blot con specifici anticorpi
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SAGGI E STRUMENTI PER L’ANALISI DELLINTERATTOMA #2

Elute complex SDS-PAGE of
from beads eluted proteins

-

»

b
i

o
o
%

Protein complex components
and stoichiometrics

Cut bands from SDS-PAGE LC-MS/MS analysis
gel, in gel digestion
with trypsin then add identify

proteins by MS/MS

Relative abundance

~7 m——
-
_ — T — m/z
-

-— @ —

Analisi dell’interattoma mediante
spettrometria di massa

Se le proteine partner NON sono note, si
sottopongono le bande proteiche
dell’interattoma a digestione e successiva
analisi mediante spettrometria di massa.
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ANALISI DEI RISULTATI

DELLINTERATTOMA DELLE PROTEINE DI
SARS-COV-2 IN CELLULE UMANE

. Nature | Vol 583 | 16 July 2020 | 459
Article

A SARS-CoV-2 proteininteraction map
reveals targets for drug repurposing

a SARS-CoV-2 genome (bp) b 27 baits (26 proteins, 1 mutant), 2xStrep-tagged
5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 Expression in HEK-293T cells in biological triplicate
. — S
Structural proteins ¢
[ ORFla I ORFib )
S EM N Affinity purification
N B B ZoxStre
@=>""__
|
:[ T ‘ [ [ EE Accessory factors @)
6 8 9c ]
) | | % aal 9bl 10 MS analysis
, 000 [
Sequence similarity % ( I I | PPI scoring
with SARS-CoV (%) (———— 9
0 100 3b 7b

SARS-CoV-2-human PPl map
Fig.1|AP-MS workflow for the identification of SARS-CoV-2-host protein-

proteininteractions.a, SARS-CoV-2genome annotation. The colour intensity
isproportional to the protein sequence similarity with SARS-CoV homologues

(whenhomologues exist). n=4 structural proteins; n=16 NSPs; n=9 accessory
factors. b, Experimental workflow for AP-MS studies. MS, mass spectrometry;
PPI, protein-proteininteraction.
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5) ANALISI DEI RISULTATI

DELLINTERATTOMA DELLE PROTEINE DI
SARS-COV-2 IN CELLULE UMANE
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proteins

332 human
proteins

e

‘ GO and Pfam
enrichments

\_ - - -

Ve

/
/

Tissue expression
(protein and

| mRNA) ‘
. /
//..J / V\\\
Response to
infection

\
/

Comparative
viral networks

—l0g,,(@)
Nuclear transport 6
Cellular component disassembly l 4
Gene silencing 2

Microtubule-based process
Organelle inner membrane 0
Organelle envelope lumen

Regulation of reactive oxygen species
Lipoprotein metabolic process
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i Cell cycle G1/S phase transition

Mitochondrial matrix

Coated membrane

Cytoplasmic ubiquitin ligase complex

HOPS complex

Active transmembrane transporter activity
Tau protein kinase activity

Cell death in response to oxidative stress
Lysine acetylated histone binding
Post-transcriptional regulation of expression
Ribonucleoprotein complex biogenesis



ANALISI DELLINTERATTOMA DELLE PROTEINE DI
SARS-COV-2 IN CELLULE UMANE

[125% Nucleus [l 13% mito

[l 24% Secretory [ 6% ECM
pathway @ 2% endosome
Il 15% cytosol Wl 2% centrosome

I 13% Plasma
membrane

B 47% ER membrane
M 28% Golgi

= 17% ER lumen

B 8% ERGIC



Spike

GOLGA7
ZDHHC5

Protein

Palmitoylation
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La patologia COVID severa € causata una risposta inflammatoria
forte/cronica che é scatenata nell’ospite dall’interazione tra specifici
fattori virali e fattori cellulari

Sap = Y_\‘ ) 7\/
® & T ese® %
COV'D-201 N > Inflammatory signals
* * AR @ O.- O.

\ S ® O

Reclutamento e
attivazione di
popolazioni
cellulari
inflammatorie

Sindrome da
rilascio di citochine
CRS

Danno
tissutale
locale e sistemico



IL-17 RA e un recettore coinvolto nell’inflammazione l

Secrezione di messaggeri infiammatori

Seo
IL-17 *ogo®  TNFa
Q o0 IL-1
IL-6
IL-12

Attivazione di
cellule
immuni/
inflammatorie

Geni codificanti
per messaggeri
inflammatori



IPOTESI: ORF8 lega e attiva il recettore IL-17RA
innescando una risposta inflammatoria

Secrezione di messaggeri

e inflammatori
cC

724" ORF8 %
‘m‘ d Q

Attivazione di
cellule immuni

SARS-CoV-2
ORF8

{x
@
Q IL17RA
»
C:;_) p-kB
'go

proinflammatory cytokines

Cytokine release syndrome CRS
= inflammazione persistente
e tossicita tissutale



E plausibile che IL-17 RA sia implicato
nell’inflammazione indotta da SARS-COV2?

Analisi dell’espressione di IL-17 RA
(mRNA e proteina) in diversi tessuti

Lung

Testis
Fallopian tube
Adrenal gland
Thyroid

Tonsil
Placenta
Duodenum
Salivary gland
Small intestine
Endometrium
Brain

Heart
Prostate
Pancreas
Liver

0 5 10 15

Espressione differenziale



E plausibile che IL-17 RA sia implicato
nell’inflammazione indotta da SARS-COV2?

E necessario una conferma (validazione)
dell’interazione tra le proteine ORF8 e IL17RA

di tipo sia biochimico che biologico



Validazione delle interazioni (1):
co-IP oppure AP
e western blotting

E utile anche per effettuare una MAPPATURA dei domini proteici coinvolti
nell’interazione
e per stabilire in QUALI CONDIZIONI essa avviene

IL17RA

. Magnetic
Lisato cellulare W)  A6)—{ "9

Le proteine partner sono candidati noti,
quindi si possono analizzare mediante WB
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Validazione delle interazioni (1):
co-IP e western blotting

~ —— Membrane

---------- }— Filter paper

Substrate Signal
o I
\_/ L
|

Enzyme —

Secondary
\ antibody

Primary
antibody -
% |
Antigen
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MAPPATURA DELLE INTERAZIONI l




MAPPATURA DELLE INTERAZIONI

Mediante CO-IP/AP e WB/FAR-WESTERN con PORZIONI

(mutanti di delezione) delle proteine

EX1 EX2 TM

Pulldown of MBP-RA deletion proteins with IVT HA-ORF8

651

1 128 238 361
1) MBP- RA FL
1 361
2) MBP- RA EX1-EX2-TM
1 238
3) MBP- RA EX1-EX2
1 128
4) MBP- RA EX1
128 238
5) MBP- RA TM
361
6) MBP- RA IC MBP |

IVT HA-ORF8

MBP-proteins

(Coomassie staining)

~~2



ORF8 lega la porzione extracellulare del recettore IL-17 l




VALIDAZIONE DELLE INTERAZIONI (2):

Analisi di interazione DIRETTA proteina-proteina mediante

FAR WESTERN:

HRP

Anti-tag-antibody
tagged protein
NG/

non-interacting protein

7

blotted membrane

interaction partner
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VALIDAZIONE DELLE INTERAZIONI (3):
immunofluorescenza e microscopia confocale

e Aggiunta di ORF8-His alla coltura di cellule H1299

IL17RA

5 aHis-tag

>\ e l,a,/’f//ﬂ \ / IVI Ab ‘




VALIDAZIONE DELLE INTERAZIONI (4)

Analisi dell’interazione diretta proteina-proteina
IN SITU:

Proximity Ligation Assay PLA

J
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IN SITU Proximity Ligation Assay PLA ]J

Secondary antibodies used as templates for DNA amplification
conjugated to the joining of linear hybridize with
oligonucleotides oligos into a DNA circle fluorescent probe

NB il saggio evidenzia la PROSSIMITA’: le proteine devono essere distanti meno di 40 nm



In situ proximity ligation assay for E-cadherin and p120ctn (red) in
MCF10A-ER-Src cells stained with Phalloidin to mark actin filaments
(green) and DAPI
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VALIDAZIONE DELLE INTERAZIONI (5)

Analisi dell’interazione proteina-proteina IN SITU
mediante FRET
Fluorescence (Forster) Resonance Energy Transfer

V
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Forster Resonance Energy Transfer ]J

- Emission 4
Donor Acceptor
c Excitation Emission Excitation Emission
3 ” \ 1
7 \ \
HER I\
gl I Al
@ af 1y [ 1\
§( / l \

Excitation Emission Excitation

Wavelength

Emission (donor) and excitation (acceptor) spectra
must significantly overlap

Es. CFP/YFP

Cy3/Cy5
yoivy 36



La FRET e efficiente su piccole distanze ]J

|solated donor Donor distance too great

@
@ R 0.9t

0.8}

0.7}

L 0.6

> £ 0.5}
0.4}

0.3t

0.2}

0.1}

. OT=2 3 4 5 6 7 & 9 10
Donor distance correct Distance (nm)

For CFP-YFP,
50% transfer at R, =4.9 nm

FRET efficiency

E efficiente per distanze inferioria 10 nm
minore del limite di risoluzione del microscopio a fluorescenza!
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