CIENCIA CIENCIA ergo-sum

QVgO-ST/lm Universidad Auténoma del Estado de México
e ® @ ciencia.ergosum@yahoo.com.mx

&7 E-ISSN: 2395-8782

Mientras mas, mejor: analisis de interacciones
proteicas mediante fluorescencia

Montalvo-Méndez, Rubén; Jiménez-Mejia, Gustavo; Reséndez-Pérez, Diana
Mientras mas, mejor: analisis de interacciones proteicas mediante fluorescencia
CIENCIA ergo-sum, vol. 31, 2024 | 255
Espacio del Divulgador
Universidad Autonoma del Estado de México, México
Esta obra estéd bajo una Licencia Creative Commons Atribucién-NoComercial-SinDerivar 4.0 Internacional.

Montalvo-Méndez, R., Jiménez-Mejia, G. y Reséndez-Pérez, D. (2024). Mientras mas, mejor: analisis de
interacciones proteicas mediante fluorescencia. CIENCIA ergo-sum, 31. http://doi.org/10.30878/ces.v31n0a40

\ &g PDF generado por Redalyc a partir de XML-JATS4R
S Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto

rega


https://cienciaergosum.uaemex.mx/index
mailto:ciencia.ergosum%40yahoo.com.mx?subject=
https://cienciaergosum.uaemex.mx/index
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://doi.org/10.30878/ces.v31n0a40
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

Mientras mas, mejor: analisis de interacciones proteicas mediante
fluorescencia

The more, the merrier: Fluorescence Analysis of Protein interactions

Rubén Montalvo-Méndez

Recepcién: 13 de febrero de 2023
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, México b

Aprobacién: 19 de mayo de 2023
rmontalvom@uanl.edu.mx

http://orcid.org/0000-0002-0469-5562

Gustavo Jiménez-Mejia
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, México
gjimenezm@uanl.edu.mx

http://orcid.org/0000-0003-1773-1400

Diana Reséndez-Pérez*
Universidad Auténoma de Nuevo Leon, México
diana.resendezpr@uanl.edu.mx

http://orcid.org/0000-0002-4709-7677

RESUMEN

En las tltimas décadas se han desarrollado nuevas estrategias que permiten el anélisis de interacciones proteicas sin alterar la estructura
celular. El objetivo de esta revision es mostrar un panorama general para el estudio de las interacciones proteina-proteina. Se comparan
diferentes técnicas fluorescentes tanto de complementacién como de transferencia de energfa y su combinacién. Se presentan ventajas,
desventajas y aplicaciones novedosas en cultivo celular y en organismos vivos con un enfoque en el uso de fluorescencia, luminiscen-
cia y su combinacién para la deteccién de interacciones multiproteicas. La implementacién de estrategias con marcaje fluorescente
y luminiscente, asi como sus ingeniosas combinaciones han desplazado las técnicas cldsicas y permiten la deteccién mds eficiente de
complejos multiproteicos.

PALABRAS CLAVE: interacciones proteina-proteina, proteinas fluorescentes, BiFC, FRET, BiFC-FRET.

ABSTRACT

In recent decades, novel strategies have been developed to analyze protein-protein interactions without disrupting the cellular structure.
This review shows an overview of these strategies. We compared different fluorescent techniques of molecular complementation and
energy transfer, as well as their combination in the analysis of protein-protein interactions. Advantages and disadvantages are presented,
as well as novel applications in cell culture and living organisms, focusing on fluorescence, luminescence, and their combination to
detect multiproteic interactions. The application of genetic labeling with fluorescent and luminescent labels as well as their creative
combinations, have displaced the classic approaches, leading to the detection of multiprotein complexes.

KEYWORDS: protein-protein interactions, fluorescent proteins, BiFC, FRET, BiFC-FRET.

INTRODUCCION

Las proteinas son elementos clave de la maquinaria celular, ya que participan en todos los procesos de manteni-
miento y estructura, asi como en funciones moleculares especializadas. La gran mayoria de las proteinas interac-
cionan con otras para realizar funciones que incluyen el control de la expresion génica, transduccién de senales,
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motilidad, comunicacién celular, entre otras. El estudio de las interacciones proteina-proteina (PPIs por sus
siglas en inglés) ayuda a entender la funcién de las proteinas en la célula al determinar el complejo mapa de
las interacciones llamado interactoma, asi como los procesos en los que estan involucradas. Las PPIs son tan
importantes que distintas enfermedades tienen su base etiolégica en mutaciones que las afectan en un nivel
molecular; estas mutaciones son capaces de cambiar la estructura de las proteinas alterando su funcién o la
forma en que interaccionan entre ellas. Tal situacidn se observa en enfermedades neurodegenerativas como
las ataxias, Alzheimer o Parkinson e incluso en el desarrollo de neoplasias. Por esto, en las tltimas décadas
se ha incrementado el interés por el estudio de las PPIs, al igual que por el desarrollo de distintas estrategias
metodoldgicas novedosas para su analisis en un ambiente controlado iz vitro, dentro del organismo completo
in vivo o mediante programas bioinformdticos in silico (Lage, 2014).

1. INTERACCIONES PROTEICAS DESDE LO CLASICO HASTA LA FLUORESCENCIA

Muchas estrategias para el estudio de PPIs se consideran estindares clasicos de la proteémica como los ensayos
de precipitacién pull-down, ensayos de cambio en movilidad electroforética (EMSA, del inglés Electromobility
Shift Assay) y co-inmunoprecipitaciéon (Co-IP). Aunque estas estrategias han sido ampliamente utilizadas en
la descripcién de una gran cantidad de interacciones, su principal desventaja radica en que es necesario rom-
per las células de la muestra usando agentes que pueden comprometer la estructura de la proteina de interés.
Ademds, estas técnicas no muestran la localizacién intracelular donde ocurre la interaccién (Ciruela, 2008).

Para realizar de forma mids eficiente la identificacién de PPIs se han desarrollado estrategias basadas en
la complementacién molecular en donde una proteina reportera se divide en dos fragmentos, y cada uno es
fusionado a una proteina de interés. La interaccidn de estas dos proteinas de fusién permite la complementa-
cién molecular de ambos fragmentos, que indican la interaccién. Los ensayos de complementacién molecular
utilizan enzimas, factores transcripcionales o proteinas fluorescentes para identificar las interacciones sin
necesidad de romper las células.

La mayoria de los trabajos descritos con técnicas de complementacién molecular analizan las interacciones
entre dos proteinas; sin embargo, en las ultimas décadas se ha realizado un gran esfuerzo para mejorar el es-
tudio de PPIs mediante estrategias fluorescentes como Complementacién Bimolecular Fluorescente (BiFC,
del inglés Bimolecular Fluorescence Complementation). Incluso, se ha buscado implementar estrategias que
permitan estudiar interacciones entre tres o cuatro proteinas mediante la combinacién de BiFCy Transferencia
de Energfa por Resonancia entre Fluoréforos (FRET, del inglés Fluorescence Resonance Energy Transfer).

2. COMPLEMENTACION MOLECULAR PARA DETECCION DE INTERACCIONES PROTEICAS

Otra estrategia cldsica en el estudio de las PPIs es el ensayo de doble hibrido (Y2H, del inglés Yeast Two Hybrid).
Esta técnica se fundamenta en que el factor de transcripcién Gal4 puede unirse a los sitios de regulacién
UAS (Upstream Activation Sequence) y activa la transcripcion de un gen reportero como f-galactosidasa
(B-gal), luciferasa o la proteina verde fluorescente (GFP, del inglés Green Fluorescent Protein). La técnica
consiste en partir a Gal4 en dos fragmentos, el dominio activador (DA) y el dominio de unién al DNA
(DUD) para inactivar su funcién transcripcional. Cuando estos fragmentos se fusionan a dos proteinas que
interaccionan, el factor transcripcional se reconstituye y activa la expresién de un gen reportero regulado
por sitios UAS, cuya expresion indica la interaccién de las proteinas (figura 1a) (Paiano ez al., 2019). Esta
estrategia se ha implementado con éxito en el tamizaje a gran escala de interacciones en proteinas de virus,
bacterias, levaduras, protozoarios, nematodos, insectos y humanos (Parrish ez 2/., 2006). Debido a que el
ensayo Y2H se basa en la activacién de un gen reportero en el ntcleo tiene algunas desventajas, tales como
la posible participacién de represores transcripcionales y la autoactivacién del gen reportero por el dominio
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de unién al DNA anclado a una proteina de interés y a que algunas proteinas citosélicas deben importarse
al nucleo para su andlisis (Causier y Davies, 2002). Para resolver esas dificultades, hay algunas propuestas
de ensayos de Y2H que no dependen de una actividad transcripcional sino de la activacién de una via de
senalizacidn citosélica que rescata una cepa de levadura sensible a la temperatura (Aronheim ez al., 1997;
Broder ¢z al., 1998). También existen adaptaciones de Y2H donde cada proteina se fusiona a un fragmento
de la ubiquitina y si ambas proteinas de fusién interaccionan ocurre un corte proteolitico mediante una
proteasa especifica liberando a la proteina, que se visualiza mediante SDS-PAGE (Johnsson y Varshavsky,
1994), o incluso se puede usar un factor de transcripcion que se transloca al nucleo y activa la expresion de
un gen reportero (Thaminy ez al., 2004).

A finales de los noventa se desarrollaron las primeras estrategias de complementacién molecular enzimitica
para la deteccién de PPIs en la célula. La enzima f-gal de Escherichia coli fue una de las primeras adaptadas
para detectar interacciones proteicas, donde se fusionan dos fragmentos mutantes de f-gal (Aa y Aw) a dos
proteinas de interés. Si las proteinas interaccionan, la funcién enzimatica se restablece e hidroliza el sustrato
X-Gal o Fluor-X-Gal para generar una coloracién azul o fluorescencia roja que indica la interaccion proteica
(figura 1b) (Rossi ez al., 1997; Wang ez al., 2020). Una ventaja de esta técnica es que se puede llevar a cabo en
cualquier tipo celular y que las interacciones que se van a probar se dirigirdn a algiin compartimento celular
especifico, mientras que una de sus principales limitaciones es que la enzima funcional es un homotetrdmero;
algunos fragmentos de la enzima son de gran tamano (80 kDa) y pueden generar un impedimento estérico
(Rossi ez al., 1997). Esta estrategia se ha adaptado para identificar interacciones diméricas de la proteina Tau
(Dingy Johnson, 2008) y a su vez se ha modificado para identificar la presencia de receptores implicados en el
desarrollo del cancer (Broome ez al., 2010; Wang ez al., 2020). La complementacién de la enzima f-lactamasa
(f-lac) también se ha utilizado para analizar PPIs, en la cual f-lac al complementarse, recupera su actividad e
hidroliza el sustrato fluorescente CCF2/AM cambiando su fluorescencia de verde a azul (figura 1c) (Wehr-
man ez al., 2002; Galarneau ez al., 2002; Wang ez al., 2020). El uso de la complementacion de esta enzima en
células eucariotas tiene la ventaja de que no hay actividad de f-lac end6gena, sus fragmentos son de tamafno
pequefio (<19 kDa) y se han desarrollado estrategias de fluorescencia o colorimetria para evaluar su actividad
con mis facilidad (Wehrman ez al., 2002; Galarneau ez al., 2002). Esta técnica se ha utilizado para mapear
epitopes reconocidos por anticuerpos especificos (Secco e al., 2009) ¢ incluso la complementacién de esta
enzima se ha implementado para determinar si una secuencia proveniente de una biblioteca se encuentra en
marco de lectura (Verma ez al., 2020).

De forma similar, se desarrollé una alternativa de Complementacién Bimolecular Luminiscente (BiLC,
del inglés Bimolecular Luminiscence Complementation), en la cual dos fragmentos de luciferasa —guion
medio enzima responsable de la bioluminiscencia en luciérnagas y otros organismos— son fusionados a dos
proteinas de interés; si las proteinas interaccionan, se recupera la actividad enzimadtica de la luciferasa, que
hidroliza su sustrato luciferina y genera luminiscencia (figura 1d) (Lang ez /., 2019; Verhoefy Wade, 2017).
Esta estrategia tiene la ventaja de que genera muy poco ruido de fondo debido a que no requiere de luz ex-
terna, tiene una alta sensibilidad y se utiliza para evaluar la asociacién y disociacién de proteinas, ya que la
unién de los fragmentos de la luciferasa es reversible (Lang ez al., 2019). BiLC se ha utilizado exitosamente
para develar PPIs de vias relacionadas con el cancer, el Alzheimer, senalizacidn en plantas, asi como el estu-
dio de moléculas que disrumpen el ensamblaje de la polimerasa del virus de la influenza (Hida ez 4/., 2009;
Hashimoto ez al., 2011; Gehl ez al., 2011; Li et al., 2017). Estos ¢jemplos, donde las PPIs se identifican
por la recuperacién de la actividad enzimdtica, requieren la adicién de un sustrato externo y solo pueden
aplicarse cuando las condiciones intracelulares no interfieren con la actividad enzimatica o la formacién
del complejo. Las nuevas estrategias de complementacién bimolecular no requieren la adicién de sustratos
especificos debido al uso de proteinas fluorescentes que requieren equipo especializado para detectar el
marcaje que evidencia la interaccién iz vivo.
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a) Ensayo de doble hibrido (Y2H) b) Complementacion de la f-galactosidasa
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FIGURA 1

Técnicas basadas en complementacion molecular de enzimas y factores de transcripcion
) En el ensayo de doble hibrido (Y2H) la proteina A se fusiona al dominio activador (DA) y la proteina B al dominio de unién al DNA
(DUD) de Gal4. Si A interacciona con B Gal4 se complementa y puede unirse a los sitios UAS activando f-gal. £) En la complementacion
de la f-gal se fusionan dos fragmentos inactivos a las proteinas Ay B. Si A interacciona con B, la enzima restablece su actividad ¢ hidroliza
X-Gal. ¢) En la complementacién de f-lac se unen dos fragmentos de esta enzima a las proteinas A y B; si éstas interaccionan, la enzima se
complementa e hidroliza CCF2/AM y cambia su fluorescencia de verde a azul. ) En la BiLC la luciferasa se parte en dos fragmentos que se

fusionan a las proteinas A y B. Si estas proteinas interaccionan se recupera su actividad, hidroliza luciferina y genera luminiscencia.
Fuente: elaboracién propia en BioRender.com.

3. COMPLEMENTACION BIMOLECULAR FLUORESCENTE

La Complementacién Bimolecular Fluorescente (BiFC) se ha utilizado ampliamente para determinar la interaccién
entre proteinas en su entorno “natural” intracelular, ya que no requiere extraer proteinas o afiadir sustratos externos.
Con el objetivo de llevar a cabo esta técnica, una proteina fluorescente se divide en dos y cada fragmento se fusiona
auna proteina de interés; si las proteinas de interés interaccionan dentro de la célula, los fragmentos de la proteina
fluorescente se unen, por lo que se restablece la sefial fluorescente que indica la interaccion entre las proteinas (figura
2a). El ensayo de BiFC ha logrado implementarse tanto en cultivo celular como en distintos organismos, entre los
cuales estan bacterias, plantas, levaduras, moscas y ratones, entre otros. En nuestro laboratorio hemos implementado
la técnica de BiFC para determinar interacciones entre factores de transcripcion basales como TBP y TFIIES con
lashomeoproteinas Antp, Scr, Ubx, Abd A y AbdB (Altamirano-Torres e /., 2018; Montalvo-Méndez, 2020; Jim¢é-
nez-Mejta ez al.,2022). En los tltimos afios, incluso, ha sido posible construir bibliotecas génicas en D. melanogaster
para llevar a cabo andlisis de interaccién y funcién de complejos proteicos a gran escala (Bischof ez 4/., 2018). Esta
técnica también se ha utilizado para identificar interacciones diméricas simultineas usando el enfoque de BiFC mul-
ticolor, en el cual las proteinas fluorescentes Venus y CFP (Cyan Fluorescent Protein) se parten en dos fragmentos
amino y carboxilo (VN-VC y CN-CC respectivamente) y los fragmentos VN, VC y CC se fusionan a proteinas
de interés. La interaccién entre VN y VC restablece la fluorescencia de Venus y una interaccién entre VN 'y CC
restablece la fluorescencia de CFP. De esta manera, es posible detectar dos interacciones al mismo tiempo, al igual
que su localizacién subcelular (figura 2b) (Jia ez a/., 2021). Utilizando esta estrategia, recién se ha logrado elucidar
la manera en la que interaccionan proteinas de la familia Bcl-2, implicadas en el proceso de permeabilizacién de la
membrana mitocondrial durante laapoptosis (Gonzalo ez al., 2023). Adicionalmente, se ha desarrollado una técnica
denominada Complementacion Fluorescente de Tres Fragmentos (TFFC, del inglés Three Fragment Fluorescence
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Complementation), en donde la proteina fluorescente Venus se divide en tres fragmentos (VN154, VN155-172 y
VC173)ycadauno se fusionaa una proteina de interés. Si estas proteinas interaccionan, los tres fragmentos de Venus
se unen, por lo que a su vez restablecen la fluorescencia y evidencian la interaccién trimérica (figura 2¢) (Chen ez
al.,2018). Esta estrategia se utiliz6 con éxito para determinar la unién de las enzimas CS1, AP1y GPS, implicadas
en la via del 4cido itacédnico (Yang ez 4., 2018). En conjunto, las técnicas de complementacion molecular son ven-
tajosas comparadas con las tradicionales, dado que permiten la visualizacion iz vivo de la interaccion, ademds de su
localizacién subcelular. Sin embargo, requieren un cuidadoso disefio al momento de generar las proteinas de fusién
debido a su topologia, ya que ocasionarfa un impedimento estérico que comprometa la funcién de las proteinas o
su interaccion. Ademds, al requerir una fuente externa de luz puede producirse ruido de fondo que interfiera con el
andlisis (Kerppola ez a/., 2008; Renna ez /., 2018); esto se vuelve mas complicado si se desea analizar una interaccién
constituida por mas de dos proteinas.

a) Complementaciéon Bimolecular Fluorescente (BiFC)

{ ) )
t-h-u:?u 2

b) BiFC multicolor ¢) Complementacién fluorescente de tres
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FIGURA 2
Técnicas de complementacién fluorescente para deteccién de interacciones diméricas y triméricas

) Izquierda: en la interaccién mediante BiFC las proteinas A y B se fusionan a los fragmentos amino (VN) y carboxilo (VC) de
Venus respectivamente; si ambas proteinas interaccionan los fragmentos de Venus se unen y la fluorescencia se restablece. Derecha:
se muestra la reconstitucién de Venus en células mediante BiFC utilizando microscopia de fluorescencia. &) En el BiFC multicolor
las protefnas A y B se fusionan a VN y VC de Venus y la proteina C se une al extremo carboxilo (CC) de CFP. Si A interacciona con

B, Venus fluoresce y si A interacciona con C, CFP fluoresce. Si la proteina A interacciona con By con C se restablece la fluorescencia
de Venus y CFP, lo que permite identificar el sitio donde ocurre cada interaccion. ¢) En TFFC, Venus se divide en tres fragmentos

que se fusionan a las proteinas A, By C. La fluorescencia de Venus se restablece si las proteinas A, B y C interaccionan.
Fuente: elaboracion propia en BioRender.com.

4. TRANSFERENCIA DE ENERGiA POR RESONANCIA

Existen otras estrategias para identificar interacciones proteina-proteina basadas en la Transferencia de Energia
por Resonancia (RET, del inglés Resonance Energy Transfer). En estas técnicas se fusionan ya sea dos proteinas
fluorescentes o una luciferasa y una proteina fluorescente a dos proteinas de interés. Silas proteinas interaccionan
o se encuentran a una distancia menor de 10 nm, habra transferencia de energia entre la molécula donadoray
aceptora, siempre y cuando lalongitud de onda de emisién y excitacion se traslapen (figura 3a) (Hohlbein ez 4/.,2014).
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Los fluoréforos més utilizados para la técnica de Transferencia de Energia por Resonancia de Férster (FRET
por sus siglas en inglés) son las proteinas CFP y Venus, donde la emision de CFP promueve la fluorescencia de
Venus (figura 3b). Esta estrategia se ha utilizado para determinar interacciones proteina-proteina en el disefio de
biosensores intracelulares y hasta para medir distancias moleculares (Imani ez /., 2021; Szalai ez al., 2021; Peter
et al.,2022). Otra técnica basada en el mismo principio es (BRET, del inglés Bioluminisence Resonance Energy
Transfer), donde la molécula donadora es la luciferasa. Cuando esta enzima hidroliza su sustrato, se emite una
longitud de onda similar al rango espectral de excitacidon de Venus promoviendo su fluorescencia (figura 3c). La
principal ventaja de esta técnica se debe a que el donador no requiere una luz adicional para su excitacién; por
lo tanto, se evita la fototoxicidad y autofluorescencia. Esta estrategia se ha utilizado para determinar la actividad
de proteinas modificadas, proteinas accesorias como la f-arrestina, asi como en ensayos de unién de ligandos
(Kobayashi ez a/.,2019). Las técnicas de transferencia de energfa han resultado ser una poderosa herramienta; sin
embargo, debido a la naturaleza del ensayo es fundamental tomar en cuenta la topologfa apropiada que permita
la interaccién proteina-proteina sin impedir la transferencia de energia entre aceptor y donador.

a) Espectro de excitacion y de emision de CFP y Venus
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Técnicas de transferencia de energfa para deteccion de interacciones diméricas y triméricas
) Se muestran los espectros de excitacion y de emisién de CFP y Venus. Se indica el rango donde la longitud de onda de emisién de CFP se
traslapa con la de excitacién de Venus (recuadro color rojo). &) En la interaccién mediante FRET la proteina A se fusiona a CFP (donador)

y la proteina B se fusiona a Venus (aceptor). Si A interacciona con B ambos fluoréforos se acercan y al excitar al donador hay transferencia
de energfa de CFP a Venus indicando una interaccién dimérica. ¢) En la interaccién mediante BRET, la proteina A se fusiona a luciferasa y
B a Venus. La luciferasa al hidrolizar luciferina emite sefial a una longitud de onda similar a la que necesita Venus para excitarse. Si A interac-
ciona con B, hay transferencia de energfa de la luminiscencia generada por la luciferasa hacia Venus. d) En 3-FRET, A, By C se fusionan a
CFP, YFP y RFP respectivamente. Si hay interaccién trimérica, al excitar CFP habr4 transferencia de energfa a YFP y de YFP a RFP.
Fuente: elaboracién propia en BioRender.com.
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Al igual que BiFC, FRET también ha sido adaptado tanto con distintos pares de proteinas fluorescentes
como con el uso de tres fluoréforos que permiten la deteccion de una interaccién trimérica en una técnica
llamada 3-FRET (figura 3d). En esta técnica si una proteina de fusidn interacciona con otra, hay transferencia
de energia y la emisién de esta segunda proteina fluorescente excita a la tercera si se aproximan lo suficiente
(Strotmann ez al., 2022). Esta estrategia se ha empleado para determinar la formacién de complejos triméri-
cos formados por receptores de la membrana plasmética (Lopez-Gimenez ez 4., 2007), la formacién de un
complejo trimérico formado por las proteinas BRI1, BAK1 y RLP44 implicadas en la via de transduccién
de senal de la hormona brassinosteroide (Glockner ez al., 2022) y en la deteccidn de agregados proteicos
involucrados en diversas patologias humanas (Tarabara ez /., 2021).

5. DETECCION DE INTERACCIONES MULTIMERICAS

Paraladeteccién de interacciones multiméricas, ademas de las técnicas triméricas mencionadas, se ha propuesto
la combinacién de técnicas de complementacion con las de transferencia de energia. Se ha comprobado que
la luciferasa, al hidrolizar la luciferina, genera bioluminiscencia que puede servir como donador para Venus,
ademds de evidenciar la formacién de un complejo trimérico mediante la técnica denominada BiFC-BRET
(figura 4a). Con esta técnica se han logrado detectar interacciones triméricas entre proteinas G y proteinas
efectoras, entre RAMP1 y un homodimero del receptor CRLR, entre tres receptores de adenosina A2A, asi
como el ensamblaje de receptores funcionales de orden superior (Rebois ez al., 2006; Héroux et al., 2007;
Gandia et al., 2008; Gao et al., 2021).

Con esta misma ldgica, también se ha realizado la combinacién de BiFC y FRET con la fluorescencia
de CFP unida a una proteina de interés que actiia como donador excitando a Venus reconstituido por
BiFC, que acttia como aceptor. Esta técnica, conocida como FRET basado en BiFC (BiFC-based FRET)
o BiFC-FRET fue propuesta por primera vez en 2008 y probada con los factores de transcripcién Jun, Fos
y p65 (Shyu ez al., 2008). BiFC-FRET se fundamenta en la transferencia de energia entre fluoréforos, es
decir, la transferencia de energia de CFP a Venus reconstituido, que indica la formacién de un complejo
trimérico (figura 4b).

La combinacién de las tecnologias BiFC y FRET ha probado ser una buena estrategia para el anélisis de
interacciones triméricas debido a que no requiere de sustratos externos. Su factibilidad se corroboré mediante
el analisis de la formacion de complejos triméricos del receptor de adenosina A2A previamente descritos me-
diante BiFC-BRET (Vidier 4/.,2008). BiFC-FRET también se ha adaptado como un método de tamizaje para
el descubrimiento y evaluacién de drogas contra el Virus de la Influenza A (IAV), puesto que con esta técnica
es posible verificar si un firmaco inhibe la formacién del trimero necesario para la replicacién viral (Dai ez al.,
2012). Ademds, se ha utilizado en el andlisis de la interaccién de proteinas involucradas con la regulacién de
los ciclos circadianos (Lee e al., 2015). También, en neurociencias se ha analizado la formacién de complejos
proteicos en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Wangy Pei, 2018). M4s recientemente, se
ha empleado para el estudio de complejos triméricos formados por factores de transcripcién MADS-box y una
proteina sensor de calcio (Boora ez al., 2021). En nuestro laboratorio, hemos implementado la combinacién
de estas estrategias para determinar la formacién de interacciones triméricas entre factores de transcripcion
basales como TBP, TFIIES y BIP2 con la homeoproteina Antennapedia y el cofactor Extradenticle, asi como
su efecto en un nivel transcripcional (Jiménez-Mejia ez al., 2022).

Ademis del estudio de las interacciones triméricas, también se ha adaptado la combinacién de dos BiFC
simultdneos con dos proteinas fluorescentes (GFP y RFP). Al complementarse ambas proteinas, el traslape
en sus espectros de emision y excitacion permite la transferencia de energia mediante FRET evidenciando la
interaccién tetramérica (figura 4c) (Cevheroglu ez al., 2021).
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FIGURA 4
Técnicas de complementacién y transferencia de energfa para deteccién de interacciones

multiméricas

a) En BiFC-BRET la proteina A se fusiona a luciferasa y dona energfa a Venus que se reconstituye cuando las proteinas B

y C interaccionan (BiFC). Si A interacciona con B-C, al hidrolizarse la luciferina habrd transferencia de energfa a Venus
(BRET) indicando la interaccién trimérica. #) En BiFC-FRET, A es fusionada con CFP y Venus se reconstituye por la in-
teraccién de By C (BiFC). Si A interacciona con B-C, habr4 transferencia de CFP a Venus (FRET). ¢) En el 2BiFC-FRET

dos proteinas fluorescentes se escinden y cada fragmento se une a una proteina de interés. Si A interacciona con B, se
reconstituye GFP; si C interacciona con D, se reconstituye mCherry. Si A-B interaccionan con C-D, hay transferencia de
energia entre GFP y mCherry indicando una interaccién tetramérica.
Fuente: elaboracién propia con base en BioRender.com

PRrOSPECTIVA

Las estrategias actuales para el andlisis de PPIs requieren la adicién de etiquetas proteicas como luciferasa, proteinas
fluorescentes o sus fragmentos que al aproximarse lo suficiente emiten una sefial indicativa de la interaccién. En
la actualidad, el andlisis de las PPIs usando fluorescencia se encuentra orientado hacia al hallazgo de complejos
multiproteicos, por lo que las técnicas de complementaciéon bimolecular y transferencia de energia se han ido
adaptando y combinado para evidenciar interacciones multiproteicas mediante microscopia (Cevheroglu ez 4l.,
2021) o citometria (Lim ez al., 2022). Sin embargo, en la medida en que se desee analizar complejos de mayor
magnitud se vuelve cada vez més complicado estandarizar la topologia de fusién de cada proteina y ademds estas
“etiquetas proteicas” en algunas ocasiones afectan la funcién de las proteinas o sus interacciones. Dado lo anterior,
se han desarrollado otras estrategias novedosas como BiolD y APEX que permiten la deteccién de complejos
proteicos mas grandes. En estas estrategias se etiqueta una proteina de interés en la célula con una enzima que
marca con biotina las proteinas del complejo multiproteico en el que participa, las cuales pueden ser identificadas
por espectrometria de masas (Roux ez al., 2012; Rhee ez al., 2013). Estas estrategias se han utilizado exitosamente
para determinar los interactomas del RNA de la telomerasa humana (Han e /., 2020) y el de Zucchini, uno de
los factores clave en la biogénesis de piRNAs en el ovario de Drosophila (Nguyen et al., 2023). Las estrategias de
BiolD y APEX se han adaptado como técnicas de complementacién molecular, donde si las dos proteinas de
interés interaccionan, se logra el etiquetado con biotina en el complejo (Ramirez ez al., 2021; Han ez al., 2019).
Las modificaciones en las técnicas disponibles en este momento junto con la generacién de nuevas estrategias
permitirdn comprender cada vez mas los interactomas y su relacion con los procesos celulares 77 vivo, asi como
su papel en distintas patologias para su uso potencial en el disefio de blancos terapéuticos.
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CONCLUSIONES Y RESULTADOS

El estudio de las PPIs es de gran relevancia para el entendimiento de una gran cantidad de mecanismos molecula-
res que rigen todos los procesos celulares, muchos de los cuales estan involucrados en el desarrollo de patologias.
Las técnicas para la identificacién de interacciones proteina-proteina han ido evolucionando para revelar de una
forma mds fidedigna lo que ocurre dentro de la célula: pasan de estrategias iz vitro como pull-down y Co-I1P hasta
las técnicas fluorescentes actuales que tienen la ventaja de la deteccién y visualizacion de las interacciones y su
localizacién subcelular iz vivo en tiempo real.

En conclusidn, las técnicas de fluorescencia han desplazado las técnicas convencionales que dependen de reac-
ciones enzimdticas, ya que evitan el uso de sustratos adicionales y permiten adaptarse en combinacién con otras
técnicas parala deteccidon de complejos proteicos mas grandes. Las diversas combinaciones de BiFC, BiLC, BRET
y FRET permiten la deteccién iz vivo de complejos multiproteicos cada vez de mayor magnitud y evidencian
que el ingenio no tiene limites para crear nuevos disenos multicolor, por lo que no serd sorpresa la generaciéon de
propuestas mds novedosas, robustas, accesibles y con mayor factibilidad técnica.
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