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Caracterizando niveles

Abstraction
levels

lgarss

"Functional
interaction -

Physical interaction
Exbiressibn pattern

Geiloniic structure

[Boucher & Jenna 2013 Frontiers In Genetics ]

VI — Relaciones entre biomoléculas y fenotipos o enfermedades

V — Relaciones funcionales de mas alto nivel entre biomoléculas

IV — Relaciones funcionales entre biomoléculas (e.g. redes de
interaccidn genética, redes de sefalizacion, vias metabdlicas)

[Il — Patron de interacciones fisicas:
proteina-proteina, proteina-DNA

Il — Patrones de expresion génica

| - Estructura y organizacion del genoma (e.g. relaciones de
cercania u homologia entre genes)



Niveles interactuando

Abstraction
levels

B Procs

"Functional
interaction -
. - Patréon de interacciones fisicas:
Physical interaction roteina-proteina, proteina-DNA,

Exprosdovpiess — Patrones de expresion génica

RO o » Proteinas interactuantes suelen presentar

Genomic structure c .
\ ~ patrones de expresion similares

= Perfiles transcripcionales suelen utilizarse para

[Boucher & Jenna 2013 Frontiers In Genetics ] caracterizar modos de interaccion



Niveles interactuando

Abstraction
levels

=

"Functional
interaction -

Phisicilinteri&_ibn
Exb-ressibn pattern

Geiloniic structure

[Boucher & Jenna 2013 Frontiers In Genetics ]

— Relaciones funcionales de mas alto nivel entre biomoléculas

- Relaciones funcionales entre biomoléculas (e.g. redes de
iteraccion genética, redes de sefializacién, vias metabdlicas)

- Patron de interacciones fisicas:
roteina-proteina, proteina-DNA,
roteina-RNA

— Patrones de expresion génica

= Vias metabdlicas y de sefalizacion enriquecidas
en PPI/PDI [Vidal 2011] y expresion



La metafora de redes
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En la era de grandes datos

Vision global obtenida gracias al acceso experimental a omas:

Genoma Transcriptoma Proteoma Metaboloma Interactoma
Fenoma Biblioma

https://www.oxfordjournals.org/our_journals/nar/database/c/


https://www.oxfordjournals.org/our_journals/nar/database/c/
https://www.oxfordjournals.org/our_journals/nar/database/c/

En |la era de grandes datos
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Redes de Interés Bioldgico

Datos, datos...y mas datos

Redes, redes....y mas redes

Protein Protein Interaccidn fisica metabolite | — 5 melabolite 2

Metabolic Metabolic and transport reactions

Red Regulacion Genica  Protein / DNA interactions 4 Protein space

protein 2

Redes “soporte”

Modlflcacpnes Fosforilacion kinasa/sustrato o
Postraduccionales \ protein 4
protein 3
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Redes metabdlicas

Redes metabdlicas

Metabolic space
g Protein Protein Interaccion fisica metabolite | ———5 melabolite 2
o
8‘ Metabolic Metabolic and transport reactions
7]
'm Red Regulacion Genica  Protein / DNA interactions
= 7
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Redes metabdlicas

Metabolismo: metabole (cambio)+ ismo (cualidad) :

cualidad de poder cambiar la naturaleza quimica
de ciertas sustancias. anabolismo: ruptura de sustancias, / Metabolic space
catabolismo: ensamblado de sustancias /

metabolite T ———5 melabolite 2

= Reacciones quimicas organizadas en vias metabdlicas /
donde transformaciones secuencialmente en una serie [ ! /
de pasos f . Protein space

= Metabolitos: quimicos que se producen (productos) y
consumen (sustratos) en las reacciones metabolicas.
Tipicamente se trata de: carbohidratos, lipidos,
aminoacidos y nucleétidos.

= Es muy relevante el accionar de enzimas: proteinas con
la capacidad de catalizar reacciones.

» Las redes metabdlicas de diferentes organismos pueden
variar, pero en general gran parte de las reacciones
metabdlicas se conserva entre especies (al menos entre

animales)



~ Cartografia de Redes metabdlicas
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Respiracion ceIuIar
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Desensamblado metabolico de glucosa (C_H

producir energia celular ATP
glucose + oxygen --> carbon dioxide + water + ATP

H,,0,) en presencia de oxigeno (0,) para



Redes metabolicas: representacion
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Redes “soporte”

Redes fenomenoldgicas

Redes de Interés Bioldgico

Datos, datos...y mas datos

Protein Protein
Metabolic
Red Regulacion Genica

Modificaciones
Postraduccionales

Text Minning

Coexpresidn Genica
Genéticas

Interacciones
Genéticas

Redes Text Mining

Interaccidn fisica

Metabolic and transport reactions
Protein / DNA interactions

Fosforilacion kinasa/sustrato

Coaparicion

Correlacion en patrones de expresion
Delecion Unica - Fenotipo

Deleciones dobles - Fenotipo

Coaparicion

Redes, redes....y mas redes
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Redes de Interés Bioldgico

Datos, datos...y mas datos

Redes, redes....y mas redes
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Ingenieria genética de levaduras
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Introduccion de un gen reportero, bajo el
promotor de lacZ (3-galactosidase Escherichia
coli), en el genoma de levadura

Uso de plasmidos para incorporar DNA foraneo
en la cepa mutante



Y2H — relevando interacciones binarias

Yeast-two hybrid (Y2H)
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Cambio de color en ensayo colorimetrico

Wikipedia




Y2H — relevando interacciones binarias
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Y2H

DG
Y Nag,

Galg

>
> e

([ Eporter gene () LacZ]

]

A. Regular transcription of the reporter gene

#0 6q,,
¥
5 — 9
(3 N Reporter gene (JLacZ |
B. One fuson protein only (Gal4-BD + Bait) - no transcription
Galg.
& %
o »
7>.< =
[ T uas 5 Reporter gene (JLacZ |
C. One fuson protein only (Gal4-AD + Prey) - no transcription
P
& o P ?n.
+
o0 By,

Galy

>

Reporter gene (JLacZ |

|

D. Two fuson proteins with interacting Bat and Prey

Pros Y2H

Test en organismo vivo

Detecta interacciones putativas

Alta resolucion

Alcanza con conocer el gen que codifica a la
proteina de interés

Consideraciones Y2H

Test en organismo vivo, pero no necesariamente el de
interés bajo las condiciones fisioldgicas de interés
Detecta interacciones binarias

Interaccidon ocurre dentro del nucleo de la célula de
levadura:

» Falsos Positivos: interacciones que no tienen
lugar en realidad por falta de correlacion
espacial (compartimentalizacién) o temporal

» Falsos Negativos: Interacciones que no se dan
dentro del nucleo, o cambios conformacionales
del pray o bait

Factores de transcripcion dificiles de estudiar con esta
tecnica.



Affinity purification + Mass Spectrometry

Tandem affinity purification+ mass
spectrometry (TAP-MS)

= La proteina predadora (bait) se inmobiliza en una matriz

= Se hace pasar una mezcla con sopa proteica, las proteinas presas (prey) son retenidas
= Las proteinas capturadas son digeridas

» Peptidos son analizados con espectrometria de masas



Co-inmunoprecipitacion + Mass Spectrometry
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[ Database Search |
relative

—
—

........

[ Protein [.)igestionJ

I

LC-MS/MS

]

\/

Pros TAP-MS

Detecta complejos proteicos (no solo
interacciones binarias)

Detecta interacciones en condiciones
fisiolégicas de interés

Se altera con un tag una Unica proteina,
minimizando cambios conformacionales que
puedan arruinar la interaccion

Contras TAP-MS

Sobreexresion de proteina taggeada puede
llevar a detectar Falsos Positivos

Problemas de reconocimiento MS

Proteinas de baja abundancia pueden no ser
detectadas (Falsos Negativos)

Pueden ocurrir cambios conformacionales
en la proteina taggeada que arruinen la
formacion de complejos

Interacciones debiles o transcientes pueden
no ser detectadas

Problema de contexto in-vivo



Del experimento a la red
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Interacciones host-pathogen

nature biotechnology
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M Check for updates

AP-MS
empty vector controls) x 2 biological replicates

Y2H
28 viral baits x ~16,000 host preys x 2 way tests = 896,000 tested pairs (28 viral baits

Pairwise ) Express in Caco-2 Q
yeast two-hybrid immunoprecipitate
screen

TMT10 labeling and
SPS-MS3-based
quantification

Identify AD-DB pairs via PLATE-seq

299 final binary interactions inal co-complex interactions

Enlaces entre proteinas virales (diamantes) y
humanas (circulos) denotan PPI’s

En amarillo: procesos biologicos enriquecidos en
proteinas detectadas

Proteinas humanas que solo interactuan con una
viral aparecen en cajitas.
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Desafios:
Datos de diferentes técnicas experimentales.

Diferentes contextos

Interacciones reportadas en diferentes
organismos.

Propuestas
Integracion en BD y metaBDs

Asignacion de score de confianza basado en

equality score tecnica exp
*# de estudios donde se reporta la interaccion

Filtrado
Tejido
Funcional

https://string-db.or
http://wodaklab.org/iRefWeb
http://blog.openhelix.com/?p=6896


http://aaux/experimental_scores.xlsx
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Datos, datos...y mas datos
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Redes “soporte”

Redes de regulacion génica (RRG)
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RRG: relevamiento
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Regulacion y Expresion Génica
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