Analyza proteinovych modifikaci,
proteinovych komplexu, manipulace
exprese proteinu a proteomika



Post-translacni modifikace (PTM) proteinu

« Upravy protein(i po nebo
béhem jejich syntézy ribozémy
(translaci)

e Katalyzované enzymy

* VeétSinou kovalentni pripojeni
funkéni skupiny na postranni
retézec aminokyselin, pripadné
na N- nebo C- konec proteinu

* Proteiny ziskavaji nové
vlastnosti (naboj, konformacni
zmeéna...)
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[ 4 Hydroxylation
J Attaches a hydroxyl
_jbo‘yé\ group (-OH) to a side
? A\ chain of a protein

Methylation

usually at lysine or
arginine residues

Lipidation

Attaches a lipid, such
as a fatty acid, to a
b protein chain

Acetylation

Adds an acetyl group
to an N-terminus of a
protein or at lysine
residues
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Disulfide Bond A

Covalently links the "S”
atoms of two different ¥
cysteine residues .

Phosphorylation =
Adds a phosphate to Jé /

sering, threonine or é'géi.\-.
tyrosine LN

. ()
Glycosylation 1%
Attaches a sugar, usually ¢ pré\
to an "N” or "0” in an \o'% )
amino acid side chain

Ubiquitination jg D
\\\‘ Adds ubiquitin to lysine  §%

4
residue of a target of &\
protein for degradation % v
SUMOylation y N
Adds a small protein j‘* e
SUMO (small o

ubiquitin-like modifier) Q'ﬁé‘:‘
to a target protein ‘ '
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Post-translacni modifikace (PTM) proteinu

* Vlyrazneé zvysuji komplexnost proteomu

* Velky vyznam v signalnich kaskadach (aktivace enzym(, zména
interakénich partnerd...)
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Genome Transcrptome Proteome
~20-25,000 genes - - - - - - ——— - »  ~100,000 transcripts s—m—— — = — — — 3= 1,000,000 proteing
Alternative promoters Post-translational
Alternative splicing modifications

mRNA editing



Typy PTM

Pripojeni chemické skupiny:
* Fosforylace

* Acetylace

* Hydroxylace

* Metylace

Pfipojeni komplexni skupiny:

* Glykozylace
* Lipidace
* GPI kotva

Pripojeni polypeptidu:
* Ubiquitinace
* SUMOylacia

Zména aminokyseliny:
* Deamidace

Vytvoreni disulfidické vazby

Stépeni protein(:
* Proteolyza
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Osnova:

* Detekce modifikaci na endogennich proteinech

* Biochemické principy experimentalnich systému urcenych pro globalni
detekci post-translacnich modifikaci

* Aplikace téchto postupu na biologické otazky
* Analyza komplexnich proteinovych smési (hmotnostni spektrometrie)

e Vim, co hledam® vs. ,,Nevim, co hledam (ale chci to najit)“



Fosforylace

* Najcastéji : serin, treonin, tyrozin a histidin

e Katalyzovana enzymy: OH
* Kinazy pfipojeni fosfatu pomoci energie ze stépeni ATP na ( N :
ADP
* Fosfatazy odstranéni fosfatu (defosforylace) protein
mm‘ mmu
Vyznam:

* Regulace funkce enzym( (aktivace/deaktivace)

* Nejcastéjsi PTM, az 1/3 — 2/3 proteomu (u

eukaryot) -
y Phnsph;asﬁ@e
» Castd forma prenosu signalu v signdlnich

kaskadach




Fosfo-specificke protilatky

* Protilatky detekujici proteiny fosforylované na f | :
specifickém misté P — 5§ . T

w. B &

* Studium aktivace signalnich drah (pLRP6- aktivace Wnt/B- © Immunization ® Conjugation O Peptide Synthesis
katen|nOVé dra’ hy) with Phosphopeptide Phasphapeptide to Carrier Phaspho & Noen-Phospho

» Aktivace/inaktivace enzym( (fosforylovana Glycogen
syntaz kinaza 3B je neaktivni)

* UmozZnéni vazby na jiné interakéni partnery ( proteiny

obsahujici 14-3-3 doménu se vazi na specifické . {\, ﬁl{ J 9-[{

fosfoserinové a fosfothreoninové motivy \ o
| ) D Affinity 'K Ly \
) e e A
4 _A Purification F /
HEK293 WT WT DVLKO WT DVLKO % : With Phosphopeptide =
L6ke7a -+ *  * * |_|+ CKie P ide S ific Antibodi
S = Collection of antiserum with CPHGRE AIBCIC AHDOOIES
pS1450 ‘ I RERE 1 Phospho-Antibadies Phospho-Antibodies
P ) 1 =
e ™ m m U i e Kt Unwanted Peptide Antibodies
G & i 5 Unwanted Peptide Antibodies
T (e . e SN e et - = = = =l = = Unspecific Antibodies
D3 <53 - - DVL3 ]
[ pS643 i T Ny J
Dvi2 ﬂ 6
e =
Actin S —— Fosforylace Dishevelled 3 (DVL3) S643 po pfidani Casein

Fosforylace koreceptoru LRP6 a
proteinu Dishevelled po aktivaci
Whnt3a detekovano WB

!\ - Depletion
: = Withnon-Phosph il
kinazy 1€ (CK €) detekovano Western Blottingem :ﬁ{( o whnon-Fhosphopeptide

Specific Phospho-Antibodies



Acetylace

* N- koncova acetylace Nterminal
; tytransferases
* Ko-transla¢ni modifikace FONRREREE " ? H
. (NATS)
H . NS\ CHN, CH
e A7 85% lidskych proteind MC\(}’NHs N - g f‘;‘ ’
R
* Vevnitr retézce typ|Cky na IyZinU Ia\lr-r:?r:’;ng‘rzll.xp e e N-terminal acelytated Polypeptide
* Katalyzovana enzymy:
* Acetyltransferazy pfipojeni acetylové skupiny (potfebny
acetyl-koenzym A)
* Deacetylazy odstranéni acetylové skupiny o o o
AN AN AN
v . © + — + — \H
Vyznam: g CoA,S«;\KgHQ \gNH
* Regulace funkce, stability a lokalizacie protent( (
] Oi\ﬂ,GIu-Enz HOTGIU-Enz Consi
* Remodelace chomatinu (H4K16Ac — HAC vs. 0 o

HDAC)-histonovy kéd

* Regulace cytoskeletu (acetylace tubulinu)



Protilatky proti acetylovanym formam
proteinu

» Specifické pro acetylované proteinu

 Acetylace transkripCni faktoru méni jejich schopnost vazat se na DNA
(pr. acetylovany p53- v reakci na stres zvysena vazba na DNA)

« Acetylace muze umoznit vazbu jinych interakénich partneru (pf. c-Jun)
« Acetylace muze regulovat lokalizaci proteinu (HNF-4 v jadre)

Res 0 25
! = All lanes : Anti-p53 [acetyl K370) antibody _
- [EPR17496] (ab183544) at 1/1000 dilution Acetyl-C-Jun
= Total C-Jun S
o= Lane 1: HepG2 (human hepatocellular GAPDH S
— -— €— p53(acetyl K370) carcinoma) freated with Efoposide 20uM anc
- Trichostatin A 500 nM for & hours whole cell o Acetyl-NFkB [N
- lysates Total NFkb [ i —
- Lane 2 : HepG2 (human hepatocellular _
- carcinoma) unfreated whole cell lysates GAPDH
_— e — ab26 p53 Lysates/proteins at 10 pg per lane. Acetyl- NFAT - -
S < 2b52901 beta lll Tubulin Total NFAT .

Resvaratrol snhancsd the acstylass actity of Sirtt on eun. The.call brsis of setiansd T oelks waa precipiated weth
tbiadies against -Jun, NFic, or NFAT, blotted with ant-scetylase amtibody, and then blotted with antibodias against
Jury NFyB, NFAT, srel GAPDH o reforences. The pictures are representative of three meee repetitions. doi



Modifikace histonu-histonovy kod

« PTM histonu (metylace, fosforylace, acetylace, ubiquitinace a sumoylace

« Ovlivauji naboj a tim méni silu vazby mezi histony a DNA a interakce mezi histony a
regulaénimi proteiny— epigenetické regulace prepisu genu

Euchromatin Heterochromatin
Active Transcription No Transcription

HDACs ”

/

1) ' ,
rw "l “HATs - ¢‘
Acetyl (TL’//,\

Type of Histone
modification H3K4 H3K9 H3K14 H3K27 H3K79 HaK122 H4K20 H2BK5
mono-methylation | activation(® | activation[’ activation[”] | activation[ ! activation[”! | activation[’
di-methylation | activation | repressionl] repressionl® | activationl®!

_ | activation,!®]
repressionl’!

repressionl’] TS

tri-methylation | activation!®! | repression!’!

acetylation activationl®! | activation®! | activation!'? activation['!]



Detekce modifikace histonu

 Protilatky detekujici modifikované formy histonu a nasledna

analyza pomoci WB nebo fluorescencnich metod
« Chromatinova Immunoprecipitace (ChlP)- izolace proteinu @ [ Nri~n
spolecné s navazanou DNA pomoci specifickych protilatek a ‘ L/ @
moznost lokalizace v ramci genomu (modifikace Chip on chip = B
asssay ‘ e
» Detekce novych modifikaci pomoci hmotnosti spektrometrie- = PR
umoznuje detekci, ale i charakterizaci modifikace (pf. rozdil P
mezi acetylaci 42.0106 Da a trimetvlaci 42.(1):;70 Da) I .
Yool oo — WRR o= A S 0 FELT
ChIP-on-chip wet-lab portion of the workflow A\/ S:m'ﬁg{m égt ¢
»g"\}:ﬂjﬂ b{ M | t: urify DNA
PN 7 [ -
g AV A" § map to genome

Chromatinova immunoprecipitace

ChlIP on chip



Ubiktvitinace

* Pfipojeni ubikvitinu na lyzin daného * \lyznam
proteinu e stabilita protein(

1. Tvorba thioesterove vazby Monomeric ubiquitin * bunecna lokalizace

mezi C-koncovym glycinem Ub = = * biologicka aktivita

a cysteinem v aktivhim miste

enzymu E1 el
2. PFI’m? pFenOS Ub na E2 E1wsﬂ£“ubiqumn Ubiquitination Degradation
3. Prenos Ub na epsilon- E2-SHs )

aminoskupinu lysinu substratu b i

E2-S-C-ubiquitin

4. DUBs (deubikvitinacni enzymy) 53\1/@

jsou cysteinové proteazy, které
specificky stépi konjugaty Ub —
antagonizuiji E3




Detekce ubikvitinovanych proteinu

 VVyuziti anti-ubikvitin protilatek
e His-ubikvitin pull down
* Imunoprecipitace ubikvitinu

cell lysis in
denaturing
'.@ conditions
(M GCI)
e

protein X

SD3-PAGE
protein X protein X and WB

Ni-pull down

Figure 3. Principles of His-ubiquitin pulldown of ubiquitinated proteins
from crude cellular extracts. Exogenous His6-tagged (green HE)
ubiquitin (red UB) is expressed in cells. The cells are lysed and His6-
ubiquitinated proteins are purified with Ni-resin. Ni-eluates are analyzed
by western blot with an antibody against a protein of interest.



Proteiny funguji v komplexech

* Proteinové komplexy jsou skupiny proteinu, které spolu interaguji v
urCitém Case a misté a hraji dulezitou roli pfi regulaci bunénych procesu
a signalnich kaskad

« Jsou dané proteiny ve vazbé? .
» Immunoprecipitace WHT.OF® WHTAHN
* Hmotnosti spektrometrie
» BiolD metody
« Afinitni chromatografie
« Tandemova afinitni chromatografie

Destrukéni komplex

M misté?

« Jsou proteiny lokalizova

* Immunocytochemie Jani—
. . . >
* |mmunohistochemie L

o X —
WA

Destrukéni komplex fosforyluje B-katenin, ktery je nasledné

rozlozen v proteazomu. Po aktivace Wnt ligandem se

Imunocytochemie—protein olu destrukéni komplex rozpada a vznika novy signalosom
komplex na vnitfni strané membrany. B-katenin mize byt

nekolokalizuji . i . MU .
translokovan do jadr: ustit trankripci cilovych genda.
Cervené Neuropilin, zelené Dishevelled, slokovan do jadra spus a P yeng

modfre jadro.




Immunoprecipitace (IP)

 Purifikace proteinu pomoci protilatky

1. Lyze bunék (v lyzacnim pufru)

2. Odstranéni nerozpustnych Castic
centrifugaci

3. Inkubace s primarnimi protilatkami

4. Inkubace s kuliCkami (agarozove,
sefar6zové, magneticke...), které na
sebe navazi primarni protilatku
(typicky pomoci A/G proteinu)

5. Promyvani (lyzaénim pufrem)

6. Eluce (glycin, SDS nebo mocovina)

Antigen Primary antbody - ¥,
" A
‘/ . .‘{ ,Dfsmlnmodr
s L TN e »t (uerhA.m]
L > _ ¥ L
! .‘. > ¥ r
¢ . A;:rﬁnumhnu:hnm
magnatic baads
] >
4 q }‘ L b
Washing Elution a¥r EDE-PAGE ar
Wastan biofting, efc.
I v ~
A




Immunoprecipitace slozeni pufru

Lyzacni pufr:

» Pufrovaci systém — pro udrzeni pozadovaného pH (napfr. 50mM Tris pH=8)

« Soli — uprava iontové sily (napf. 150mM NaCl)

» Detergent — rozbiti membranovych struktur, pfi zachovani proteinovych komplexu (napr. 0,2% NP-40)

« Chelataéni ¢inidlo — odstranéni intd (Mg?*, Ca?*...), které jsou ¢asto kofaktorom proteaz (napf. 1mM
EDTA)

» Redukéni €inidlo — prevence oxidaéniho poskozeni proteinu, redukce disulfidickych vazeb (napf. 1mM
DTT)

Elucni pufr:

» Pufrovaci systém (50mM Tris pH=8)

« Detergent (2% SDS)

» Redukcni Cinidlo (5% B-Mercaptoethanol)



ChlP — chromatinova imunoprecipitace

. ’ . . . . ».-"55_{\ b f Ir__L E—Q\
« Chromatinova Immunoprecipitace (ChlP)- izolace proteinu ““\“ 7 )

spoleCné s navazanou DNA pomoci specifickych protilatek a -
moznost lokalizace v ramci genomu (modifikace Chip on chip B Al

&7 \xn 4 ‘:1\3‘“\*}‘
asssay : ;’ FATIAN
» U proteinu vazicich DNA Az

* Mozno zkombinovat s PTM-specifickyma protilatkama — napr. - ‘
histonovy kod -

llllll

. genomic DNA . . ¥ targ
2 antibody )
M ([N —— ":m we = =l
cross-link # P = il
and shear - ™
= PR ;
& purify, |_ |
ChiIP-on-chip wet-lab portion of the workflow J \ gmp"f‘/‘e /- precipitate e .
sy ¢ 1w
G :*04
o 1

M unfink protein; purify DNA

PN 7 (-
! j //H SeqUencing 4 map to genome
A,
GLOTGEALCGTG

Chromatinova immunoprecipitace

ChlIP on chip



Afinitni purifikace

« umoznuje oddeélit z komplexni smési skupinu pribuznych
proteint nebo jeden urcity protein

» imobilizovany ligand reagujici specificky s proteinem naseho —

zajmu a tvofi silnou vazbu, zbytek smési protéka kolonou beze @™ %5Gin aftinity chromatography
zmény, navazany protein se nasledné eluuje z imobilizovaného Y 2 Wash
ligandu pomoci vysoce koncentrovaného roztoku soli nebo | ~ ¢ '-

roztokem s rozpustnou formou ligandu Pe

- Casté vyuzZiti proteinovych tagt _
» Peptidové sekvence pfidané k rekombinantnim proteinim \ \’( \ (
Casto mohou byt z proteind odstranény chemicky nebo enzymaticky ;"El, ] '

Affinity Resin with
Ligand attached © 2016 Caframa Lab Solutions

“b’ Other Proteins




Hlavni typy tagu

Afinitnl’,tﬁgy- vyuzivané pfi AC, proteiny s timto typem tagli mohou byt jednoduse purifikovany
POMOocCi

« Strep-tag- (Trp-Ser-His-Pro-GIn-Phe-Glu-Lys)- vazba na Biotin

 glutathione-S-transferase (GST)- vazba na glutathion

» poly(His) tag — alespon 6 His zbytkd, afinita ke kovové matrice (pF. Nikl)

Tagy upravujici rozpustnost proteinu- dulezité pfi produkci rekombinantnich porteinu
« thioredoxin (TRX)

Chromatografické tagy- vyuzivané pfi chromatografickych metodach
 FLAG-tag

Epitope tagy- jsou kratké peptidové sekvence, které jsou velmi dobre detekovatelne komercnimi
r%tllafllgaml—t cdagt% odvozene z virovych genu, proto jejich silna imunoreaktivita, Casto vyuzivané pri
a IF metodac : IS

« V5-tag-GKPIPNPLLGLDST
* Myc-tag-EQKLISEEDL

« HA-tag-YPYDVPDYA

« FLAG-tag - DYKDDDDK

Fluorescencni tagy
+ GFP
 RFP, BFP a dalSi

(GFP)-tagged microtubules (GFP-MAP4)



Tandemova afinitni purifikace

« Studium protein-proteinovych

interakci

» Fuzni protein, ktery ma na svém konci dva
tagy N Protein zaujmu #: 88— ProtA ProtA

, . g &% . Stepne mlesloIre protazu TEV

« V prvnim kroku purifikace se nas protein
vypurifikuje diky prvnimu tagu, ktery je po ) TIP - _p -
eluci enzymaticky odstepen a nasleduje I WL}
druha purifikace vyuzivajici nasledujici tag

Purifikacia

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

chelatacnym
Einidlom



BiolD

« Unikatni metoda pro studium fyziologicky
relevantnich protein-proteinovych interakci v
zivych bunkach

« Tvorba fuzniho proteinu s promiskuitni
bakterialni biotin ligazou (BirA)- biotinyluje
vSechny proteiny v jeji bezprostredni blizkosti.
Po expresi BirA-fuzniho proteinu v burikach se
biotinyluji vSechny proteiny, které s BirA-fuznim
proteinem interagovaly. Biotinylované proteiny
maji vysokou afinitu, ke streptavidinu—detekce
pomoci WB nebo hmotnosti spektrometrie

» Detekuji se i dynamicke vazby mezi proteiny

Bira®

Relative abundance

Labelling radius

0O
Q ~10n
Addition of . T
biotin \ L .—"i_f._ '.
o . —{L =

]

i ] 5;“/

@ Interacting protein

@ Vicinal protein

@ Distal protein O
& Biotin

o Biotinoyl-5-AMP ©
& Covalently bound

Cell lysis, protein
extraction and
purification using

biotin
Streptavidin
Trypsin .
digestion .
—— te9 ® | D0
° 90 v @
@EceE@e | 7@
[ I i EATm A O O
L ..Dzoﬁ O
UES Non-biotinylated
Mass spectrometry Biotinylated proteins

proteins



Po purifikaci .... nasleduje detekce

* Western blotting (pokud vim, co chci detekovat a mam na to
protilatku)

* Hmotnostni spektrometrie (MS/MS) — analyticky pristup pro urceni
slozeni komplexnich proteinovych smeési



Hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry MS)

v o - . — C
« Umoznuje zanalyzovat vSechny proteiny a @©@@ '-';3 = \\"*':‘;“'C t’j
jejich PTM v urCitéem Case a misté COps & 93@' = e
- \s
cells or tissue protein mixture 1DE digestion into peptides
» Rozdéleni Castic podle jejich hmotnosti a sepie | TETmweT——me—, | : <'.; +
nabOJe (m/Z) liguid chromatograph ))"\ J( © ¢ "L orpeptde
qpeptide separgtioﬁl Y el_ect_rospra‘y
neutral gas
1. Priprava vstupniho materialu (proteiny po IP, SDS | | V] 1 ..
PAGE ) ) ‘+_—) — — O — _)destlgggon
e . , L ontenite | | | e |
2. Stépeni na oligopeptidy (napf. pomoci trypsinu) mass analyser  fragmentation by collision mass analyser
3. lonizacia peptidu (paprsek elektrond, elektrosprej, laser...) l ‘ l NP e
Rozdéleni podle m/z (sektorovy magneticky analyzator, 2 Ao I . g R 2
orbitrap, TOF...) a2
5. Detektor Castic Z ' ‘ Z b ”‘ ,
Pii MS/MS: Ll 18 L 2‘ | | A, ,
400 800 1200 m/z 200 600 1000 m/z
5_ Fragmentace peptldlj MS spectrum MS/MS spectrum

6. Rozdéleni podla m/z (orbitrap, TOF...)
7. Detektor Castic



andemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS)

b, A NELLLNVEK Vs
b, AN ELLLNVEK VY7

« Odseparované Castice je mozné pouzit na ,dalSi Ea ANELLEWK e
13 r . .
kolo® hmotnostni spektorometrie by ANELL TR
- . . , by ANELLL NVEK VY
» Separované Castice jsou fragmentovgne - _ b, ANELLLN VK V:
napriklad pomoci kolize s neutralnimi molekulami b ANELLLNV K Vi
(He, N...) po jejich urychleni (Collision-induced
dissociation - CID) oo RE
« Fragmentované Castice jsou znovu separovane
podle m/z a detekované detektorem ¥a ¥s V7
473.3 8993 828.5
S04 b I
2 Y3
186.1 banH3 3602 pa-NH3
Y1 ¥3 Z88.1 4112 hS N3 Y7-HzO
246.2 - B10.5
: 1|4|?|:|:!- ||.= oA J. |..|I | | ].JJ " ‘ l |'." L Ils.zlqlﬁlu - : . : — Tz
100 200 300 400 500 aoo oo goo
ESI
MALDI CID
@ m/z ® m/z
ionization @® separation -, fragmentation separation detection
—_— _— ) — @® > =
sample ® @ MS1 MS2

Precursor Product
ion ion



[Abs. Int ]

Analyza MS spektra

MALDI MS proteinu (BSA ~ 15 pmol)

[M+2H]?*

33219

[M+H]*

B6465

l
| \

RSD ~ 0.1%

BSA  +66Da

. | [2M+H]*
| 132721

20000

40000

60000 a0doo
mz

100000 120000 140000

Potvrzeni vimény AMK na peptidové arovni

Protein: Zm-p60 (pozice 186)

wild type 179 - 203 NWLTFNEPQTFTSFSYGTGVFAPGR 2824

E186Q

2823

peptide mass difference: - 1 Da

In-gel digesce
MALDI-TOF MS

i
1000
900]
2823.82
800 v N
N
700] NI A
At ‘I‘ RTR!
600 WV
1Da
500
. 2824.65 ) (| 1
408 Zm-p60.1 wild type I\
30000 . i S S L """\Jﬂ“l

MS/MS peptidu VTQSKPXTGEVIG pied a po methylaci

[Abs. Int]

5504

450

4001

3501

300

2504

2001

1504

¥s
787.7

¥s J
8293 |

42 Da \

i h’l |

T
760

T T
790 800
miz

T T T T T
810 820 830 840 850

(Z. Zdrdhal)



BiolD

Time [h] 0
Tetra [1:] =
Biotin -
Ror2 CS

5 8

All+

WB analyza BiolD experimentu

20

-5001000 5000 -50010005000 - 50010005000 - 50010005000

Ror2-BirA*

Endog. Ror2

605 | PSS196 Alafin OSeloms sapions OX =606 PE=1 Svsd [ Twe | 1 [ 508 1824 1 Hadin 3 [}
1370 | 2 D5stiams OX-606 GH-MEL2 PLsl SV=3 | Tue 1 1509 1. 3 1088 2 E) a
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Vystup z analyzy hmotnosti spektrometrii BiolD experimentu- aZ nékolik stovek interakénich partnerd

GETIEEEELE



UpSet Plot/Volcano plot

Volcano plot with selected categories
DVL3 vs Ctrl
visualization thresholds: logFC 1, P 0.05
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FRET (Forster Resonance Energy
Transfer)

* Principem je prenos neradiacCni
energie mezi dvéma na svetlo
senzitivnimi molekulami

e Intramolekularni FRET

* Méreni vzdalenosti mezi dvéma
proteiny

e Intermolekuldarni FRET

* Méreni vzdalenosti mezi dvéema
mIISty uvnit\r( jedné molekuly FIGURE 10. SCHEMATIZED VIEW OF FORSTER RESONANCE ENERGY

TRANSFER (FRET) BETWEEN CFP (CyAN) AND YFP (YELLOW
FLUORESCENT PROTEIN). FOR MORE DETAILS, SEE THE MAIN TEXT; E
STANDS FOR ENERGY.




Experimentalni bunecné systemu pro
studium funkce proteinu

Dva zakladni principy:

1. ,gain-of-function” (GOF)
2. ,loss-of-function” (LOF)

3. Mozno kombinovat v tzv. ,rescue” esejich



GOF: Konstitutivni vs. inducibilni exprese

« Konstitutivni exprese genu-stala a prubézna exprese daného
genu (prirozené housekeeping geny), stabilni bunecné linie,
silnée promotory: CMV, RSV, SV40, LTR MoMULV

* Inducibilni exprese genu- exprese genu je aktivovana pouze za
urcitych podminek (svétlo, antibiotika, ziviny, kyslik atd..),
inducibilni bunecné linie

« Tkanove nebo vyvojove specificka exprese genu



Tvorba stabilnich bunecnych linii

» Transfekce bunéek plazmidem kodujici gen 2-3 days .
naseho zajmu a obsahujici antibiotikovou . .
reZIStenCI 1-2 days r'u’erii‘y transient expression I

« Selekce danym antibiotikem ) ’

* |zolace jednotlivych single cell klonu e | tbotcsclcin | ooy

» Napestovat a ovérit expresi danéeho genu f \ 82

1-3 weeks Isolate single clones :
1-2 weeks f Screen single clones [

1 week Expand positive clones
2-3 days Make frozen stock




Inducibilnich bunecne linie

Tetracycline on

* TetON systém
» Exprese genu po pridani tetracyklinu
do média FOTA = mut etk + VP16

 pritomnost tetracyklinu na reverse Tet
represoru (rfre)—vazba na TRE (Tet

Tetracycline off

Response Element) spousti -
transkripci genu nachazejiciho se za Eu% o . za
TRE —— — =
) TetOFF Sytém ] " tTA = tetR + VP16
ime 0 5

 Tetracyklin se vaze na tetracycline- retreeykin 11 - 500 1000 5000
controlled transactivator (rTA)— zanik o
vazby na TRE — transkripce genu je Biotin
zastavena

DvI3 8027 |

b |
-
-
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A Systém tet-off aa | ITA = tetracycline transactivator — hybridni protein
o~ slozeny z tetracyklinového represoru (gen = ¢ervena)
. a transkripéniho aktivatoru (gen = modra)

Bunécne-specificky
promotor

Pridani Dox vypina expresi transgenu

+ Dox

«— Dox = doxycyklin & ™

_~+—— Navazani tTA na promotor je nezbytne pro
54 = aktivaci transkripce transgenu

etO p Transgene

B Svstém tet N Nasobné sekvence tetracyklinoveho
ystem tet-on MTA operatoru + silny eukaryoticky promotor
F* Pridani Dox zapina expresi transgenu
+ Dox - Dox 1TA = reverse tetracycline-controlled

transactivator system — nukleotidova sekvence
tetracyklinoveho represoru obsahuje mutaci
zabranujici jeho vazbé na tetO; k vazbé dojde
po interakci s Dox.

Dox-riTA

B

S

et p Transgene

(J. Doskar)



Tvorba inducibilnich bunecnych linii

 Tvorba transgenu obsahujici TRE, Transgene Protein
gen naseho zajmu a gen pro B
antibotikovou rezistenci

« Transfekce bunék plazmidem s bocies o DR o Bl
transgenem

« Selekce danym antibiotikem
* |zolace jednotlivych single cell klonu

« Napéestovat a overit expresi daneho
genu

* Nebo specialni bunecné linie pf. T-
REX™ bunécéné linie stabilné
exprimujici TRE



Prechodna vs. stabilni exprese genu

« Pfechodna (transientni)  Stabilni exprese genu
exprese genu * Gen je neustale prubézné
- Gen je exprimovan pouze v exprimovan
radu dnu * Viz. stabilni bunécné linie

» Transfekce
« PEIl transfekce
» Transfekce lipofektaminem
* Nukleofekce
» Elektroporace



LOF: CRISPR/Cas9

« Metoda umoznujici jednoduse, rychle a
efektivné modifikovat sekvenci jakéhokoliv

genu

« 2 komponenty
« Cas9- endonukleaza

* gRNA- RNA komplementarni k sekvenci
genu, ktery chceme modifikovat

* Vyuziti
« Delece genu
« Zména sekvence genu (pf. oprava
mutace-vyuziti pfi I€Cbé nemoci)
* Vlozeni genu (gene knock-in)
» Oznaceni specifické sekvence (dCas9)

Genomic DNA Cass

PAM
8
M Target SlﬂUBHEM
e

il "
|

Genome wide Screening Genome Editing
Knockout Libraries Indels: NHE)
Loss of function screens Precise mutations: HDR

Gain of function screens

Ecological applications Transcriptional Regulation

Engneerig plan genomes CRISPR \ Repressin (dcas3-KRAB)
Activation (dcas9-VP64)

Development of stress resistant crops Cas9
Epigenetic modifications

Repurposing dCas9 Therapeutic applications
Cas-FISH : imaging genomic loci Gene Therapy e.g. CFTR (cystic fibrosis)
en-?HP pulling down chromatin loci Antiviral defense e.g. HIV LTR targetting

- tan n N i
CRISPR-display : targetting IncRNA cargo Drug discovery and personalised medicine

to genomic sites



CRISPR/Cas9 hands on

« Allin one systém (Cas9+ gRNA)

» Plazmid kodujici Cas9, fluorescencni tag
+restrikCni mista pro jednoduché vkolonovani
gRNA (komer¢ni pf. Addgene)

» Moznost transfekovat a targetovat nékolik genu
najednou (ruzné fluorescencni tagy)

» Postup

Design gRNA- Broad gRNA design tool navrhne e
nejlepSi gRNA pro nami zvoleny protein 3dny+sekvenace -
https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-
tools/sgrna-design

* Vklonovani gRNA do plazmidu-ovéreni sekvenaci
» Transfekce plazmidu s nasi gRNA do bunék

« Dalsi den natrasfekované bunky flouroscencni sviti-
sorting jednotlivych natresfekovanach bunék na 96
jamkovou misku

* Nechat klony rist zhruba dva aZz tfi tydny 2-3 tydny

+ Otestovat kolonie- WB analyza, RE analyza a
sekvenace

2dny


https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design
https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design
https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design
https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design
https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design

Validace CRISPR/Cas9

* Tvorba TREX bunek, které jsou knockout pro proteiny DVL1,

DVL2 a DvI3

* Vyseto 5x96 jednotlivych bunek
» Cca 30 jednotlivych kolnu narostlo
LYY e - N O \ANIDDN\ g ... -'ngle KO nebo

A7\ [ .

e 5 klonU LR Gt e v

cca 5 klont 30 colonies tested

RestrikCni Stépeni
RE

Validace Western blotting

WT 1F3
- — - - =
- -
HEK293 WT WT  DVLKO WT DVLKO
LGKI74
cmM @ ] 33
LRPG
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p-catenin

DVL3

DvL2

Actin
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Sekvenace

DVLY gRNA | ACATGTCOGCCGGGCTCGATGCGE

DVLZ gRNA | AAAAAGTACTTGGCGCCOCGEG GG

DVLE gRNA JGCGAGAGCGGLCACG COGGAGGG

WTDVL1

GCTGACGGCCGCA GCCCGGOGACATG Chro 1 1275427 - 12754

. N e )
s e @ =0
Q” - -

kKO

GCTGACGGCC— ==L GGOGACATG

e

e W

WT DWL2

AGCGGLC GGECOGCCAAGTACTTTTITCAAGTCTATG  Chro 17 7137402 - 715

KO

AGCGGCCCGLG TTTTCAAGTCTATG

WTDVL3

COCAGCGAGAGCGGECCACG AGGGATGGCCCAG Chro 3 183852348 - 18388238

il e s —

0]

CCCAGCGAGAGCGG-—— —GGEGEATGGCCCAG




Exprese na pozadi endogennich proteinu vs.
rescue system

* Rescue systemy

« Exprese proteinu v systému,
kde byl riznymi metodami

« Overexpresni systemy

« Exogenni exprese daneho
genu a jeho nasledné studium

+ protein je pfirozené malo abundatni

+overexprimovany protein obsahuje tag-
lépe se detekuje a analyzuje

-interference s endogenim proteinem
-nefyziologické podminky (to, co funguje
vV overeprimovaném systému nemusi
fungovat za pfirozenych podminek)

(CRISPR, siRNA) gen
deletovan a jeho nasledné
studium (rescue)

+ neni interference s endogennimi
proteinem

+vice fyziologické
-nutnost tvorby KO linie



Exprese na pozadi endogennich proteinu vs.
rescue system

e QOverexpresni systém * Rescue systém
. DEFf dorvnéna’ proteinu Dishevelled . CRISPR/Cas? editovana linie Dvl1/2/3 KO HEK . CRISPR/Cas9 editované linie
neni potfebna pro Wnt/(3- « DEP doména je potfebna pro Wnt/B- . .
cateninovou signalizaci cateninovou signalizaci * Vzdy dvé ze tri isoforem genu Dvl
. jsou deletované- umoznuje
. nejpfirozenéjSi moznoou formu studia
== jednotlivych isoforem proteinu DVL-

g

Zadna interference s endogennimi
formami DVL porteina a jednotlivé
DVL isoformy jsou exprimovany
fyziologicky
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T-REx HEK293

TopFlash (fold change)

WT HEK293 DVL KO HEK223



