Molekulare Mechanismen der
Signaltransduktion

03 - Nachweismethoden
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Nachweismethoden

DNA Southern Blot, Sequenzierung, NGS, PCR, Restriktion,
CAPS, SSLP, DNasel Verdau, CHIP, Y1H,
histochemische Promotoranalysen,

Northern Blot, RT-PCR, RT-qPCR, Microarrays,
RNA RNAseq, in situ Hybridisierung, miRNA, INcRNA,

: Western Blot, Immunoprezipitation, Lokalisation,
Protein Y2H, BIFC, Kristallstrukturanalyse, Enzymassays,
structure-function analysis, proteomics




Nachweismethoden

DNA Southern Blot, Sequenzierung, NGS, PCR, Restriktion,
CAPS, SSLP, DNasel Verdau, CHIP, Y1H,
histochemische Promotoranalysen,

/ » Fragestellung/Ziel der Analyse N \
 technische + finanzielle Voraussetzungen _
ideale
« Materialverfiigharkeit - (oder machbare)
Methode

e Zeit

K° ....... /

P L

5; % _ Western Blot, Immunoprezipitation, Lokalisation,
| f é@ protein Y2H, BIFC, Kristallstrukturanalyse, Enzymassays,
N-ba- 4 structure-function analysis, proteomics

=8

o ST
a7
e
[ L =
L A- F L |



grundlegende Aspekte

Globale/lunspezifische Nachweismethoden

* “omics”
v genomics - Genomsequenzierungen (NGS)
v transcriptomics - macroarrays, microarrays, RNAseq
v proteomics - HPLC, UPLC, GC/MS

v metabolomics - LC/MS, UPLC, GC/MS(MS), etc
» (Ubersichts-)farbstoffe



grundlegende Aspekte

Globale/lunspezifische Nachweismethoden

e “omics”
v genomics - Genomsequenzierungen (NGS)
v transcriptomics - macroarrays, microarrays, RNAseq
v proteomics - HPLC, UPLC, GC/MS

v metabolomics - LC/MS, UPLC, GC/MS(MS), etc
» (Ubersichts-)farbstoffe

Spezifische Nachweismethoden

 PCR, Marker Nachweise (SSLP, CAPS, etc)
Gen-spezifische Sequenzierung
Antikorper-basierte Nachweise (z.B. Western Blot)
Sonden-basierte Nachweise (z.B. Norther Blot)
Interaktionsnachweise

Reportergene + “tagging”



grundlegende Aspekte

Globale/lunspezifische Nachweismethoden A
* “omics” Muster erkennen

v genomics - Genomsequenzierungen (NGS) —~ Gengruppen

© transcriptomics - macroarrays, microarrays, RNAseq - — biol. Prozesse

» proteomics - HPLC, UPLC, GC/MS SIS [FEL T

_ mit starker Reaktion

* (Ubersichts-)farbstoffe )

Spezifische Nachweismethoden o

 PCR, Marker Nachweise (SSLP, CAPS, etc) Analyse spezifischer

» Gen-spezifische Sequenzierung Komponenten

AntikOrper-basierte Nachweise (z.B. Western Blot) > ~ Egg;ﬁsr;zt@/lnutatlon
Sonden-basierte Nachweise (z.B. Norther Blot) ~ Quantifikation
Interaktionsnachweise — Interaktion

Reportergene + “tagging” J




Reportergene /-protel

Welche (standard) Reporter gibt es?

GFP(-like) (Fluoreszenz) GUS (Farbkristalle) Luciferase (Bioluminiszenz)



Reportergene /-pro

Welche (standard) Reporter gibt es?

GFP(-like) (Fluoreszenz) GUS (Farbkristalle)
+ andere Enzyme




Reportergene /-prot

Welche (standard) Reporter gibt es?

GFP(-like) (Fluoreszenz)

%j:} green light
‘@ Yy

heute: grol3e Farbauswahl!



Reportergene /-proteine

Welche (standard) Reporter gibt es?

GFP(-like) (Fluoreszenz) GUS (Farbkristalle) Luciferase (Bioluminiszenz)

http://www.plantcell.org/content/suppl/2005/01/13/tpc.104.028449.DC1/028449SupplFig3.jpg
http://millar.bio.ed.ac.uk/images/s4supe.jpg



Reportergene /-proteine

Welche (standard) Reporter gibt es?

Luciferase (Bioluminiszenz)

Bioluminescence
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Firefly
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Vor- und Nachteile

http://www.plantcell.org/content/suppl/2005/01/13/tpc.104.028449.DC1/028449SupplFig3.jpg
http://millar.bio.ed.ac.uk/images/s4supe.jpg https://www.univie.ac.at/mikroskopie/3_fluoreszenz/fluorochrome/5_gfp.htm




Nutzen von Reportergen

— Promotoranalysen - Protein-"Verfolgung”
= transcriptional fusion = translational fusion
Promotor XY _ / GFP
Promotor XY | + Reportergen < Luciferase
(GUS)
Aktivierung

N\

Promotor XY | Reportergen

L |

Nachweis der mRNA
Nachweis der Proteinaktivitat



Nutzen von Reporterc

— Promotoranalysen - Protein-"Verfolgung”
= transcriptional fusion = translational fusion

Promotor XY _ Reportergen
Promotor XY Reportergen _

!

nicht-invasiver Proteinnachweis



type of fusion not visib

- Promotoranalysen - Protein-"Verfolgung”
= transcriptional fusion = translational fusion

Promotor XY _ Promotor XY _ Reportergen

Arabidopsis root meristem
showing expression of a GATA
transcription factfor specifically in
the “fransition zone".

Arabidopsis root tip, protein localisation
with fluorescence tagging. Translational
fusion pSHR::SHR::GFP (Laser Scanning
Confocal Microscopy) - [NATURE, 413,
307-311, (2001)]



Reportergene /-proteine

N-terminal fusion with GFP
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. pCMV6-AC- GF Ssf
% 6.6 kb Hind 111
"%.,
Promotor
und/oder
Gen

http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/probes/fpintroduction.html



Reportergene /-proteine

N-terminal fusion with GFP ﬁ ﬁ ﬁ
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http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/probes/fpintroduction.html



Reportergene /-proteine

N-terminal fusion with GFP
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L Fluorescent Protein Gene Fusions

for Subcellular Localization
Imaging

Promotor Human alpha-Tubulin

und/oder
Gen
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Reportergene /-proteine

N-terminal fusion with GFP

]
[ 6.6 kb
o

Fluorescent Protein Gene Fusions
for Subcellular Localization
Imaging

Promotor Human alpha-Tubulin

und/oder
Gen
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Linker




Fragen:

 Menge eines Proteins in Reaktion auf einen Stimulus / genetische
Veranderungen

 Lokalisation eines Proteins

* Interaktion eines Proteins mit bekanntem /unbekannten
Protein(en)

* Reqgulation der Aktivitat

« Enzymatische / Bindungs-Eigenschaften

 Proteinstruktur (tertiar, quartar)

« Veranderungen des Proteoms in Reaktion auf Stimuls /
genetische Veranderungen



Proteinnachwelse

Fragen:

 Menge eines Proteins in Reaktion auf einen Stimulus / genetische
Veranderungen

» Western Blot




Western Blot

Rohextrakt Workflow Detektionssysteme
gereinigte Extrakte radioaktiv
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Western Blot Detektion

ActivatedL|
uminol

Classical

iy
Cyclin D = -
1 2 3 4
- B.
e
Beta Catenin e

Memhbrane
1

HRP = horseradish peroxidase - Enzym das Luminol aktiviert — dabei wird Licht freigesetzt
- kann auf Rontgenfilm detektiert werden — sehr sensitiv!

Nachteil: Quantifizierung ist nur anhand der Bilder mdglich (pixel density)

erfordert spezifischen Antikérper gegen das Zielprotein! odetr.....



Generierung (spezifischer) ARt

Test gegen
™ Proteinextrakt Isolierung der AKs
(Western Blot) aus Blut

Test gegen
- reines Protein

i (Western Blot)

Protein:
Expression
Extraktion
Reinigung

Immunisierung

pERIZ2 o

Bia pnp)



Generierung (spezifischer) Antik

Test gegen
™ Proteinextrakt
(Western Blot)

spezifischer
AK
— carry on....

http://www.qchio.com/pierce/pierce%20images/RestorePlus-Fig2.jpg



Generierung (spezifischer) Antl

Test gegen
™ Proteinextrakt
(Western Blot)

spezifischer
AK
— calrry on..

Mist!
— Optimierung des
Western Blots
- neuen AK produzieren
— protein taggen

http://www.qchio.com/pierce/pierce%20images/RestorePlus-Fig2.jpg



Protein tagging

Fluorescent Protein Gene Fusions

for Subcelular Localizaton Indirekter Nachwels des
Proteins mittels
AntikOrper

|

Anhangen eines
“tags” fur den es
einen spezifischen
Antikorper gibt

\/

transiente/stabile
Transformation




Protein tagging

Fluorescent Protein Gene Fusions

for Subcelular Localizaton Indirekter Nachwels des
Proteins mittels
AntikOrper

|

Anhangen eines
“tags” fur den es
einen spezifischen
Antikorper gibt

GFP (238 AS) immer noch relativ grof3

\ i
 FLAG-tag,(DYKDDDDK) | |
- HA-tag (YPYDVPDYA) i 54, tranSIente/Stqblle :
« Myc-tag, (EQKLISEEDL) Transformation

_/




Interaktion von Proteine

Frage: Interaktion von zwei bestimmten Proteinen?

* Yeast-2-hybrid (Y2H)

heterologe Expression beider Proteine in Hefe, Interaktion wird
Uber Reportergene / Wachstumsselektion nachgewiesen

e (Co-) immunoprecipitation

In vitro oder in vivo gebildete Proteinkomplexe werden tUber
Antikorper aufgereinigt und im Western Blot nachgewiesen

- BIFC [ split-YFP

in vivo Nachweis der Interaktion. Proteine werden mit jeweils %2
des YFPs fusioniert. Bei Interaktion — YFP fluoreszenz



van

Jedes der beiden fraglichen Proteine wird mit einer Halfte eines

Transkriptionsfaktors aus Hefe fusioniert:

X + DBD (DNA binding domain)
y + AD (activation domain)

A

- S—

no transcription

a ! RNA Polymerase Il

‘ transcription

oo 0000000

1 1170 1 W10 1 110 1 1D




Jedes der beiden fraglichen Proteine wird mit einer Halfte eines
Transkriptionsfaktors aus Hefe fusioniert:

X + DBD (DNA binding domain)
y + AD (activation domain)

®

- S—

no transcription

Absicherung durch 2. Methode



BIFC / split-YFP

bi-molecular fluorescence complementation (BIFC)

Protein Frotein Pratein Protein

-------- [ 2

Protein

A Nucleus Overla

https://de.wikipedia.org/wiki/Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation



Co-immunoprecipitation

Frage: Interaktion von zwei (oder mehr) bestimmten Proteinen?

Antibody binds protein,

Incubate lysate with beads are washed to remove
beads functionalised with non-binding proteins and
Harvest and lyse specific antibody for retain proteins in complex Elute complex SDS-PAGE of . .
cells/tissue protein of interest with protein of interest from beads eluted proteins antibodies

¢ © © _.
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T
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http://www.proteome.org.au/Images/UserUploadedimages/133/PULLdownA.jpg



Co-immunoprecipitation

Antibody binds protein,

Incubate lysate with beads are washed to remove
beads functionalised with non-binding proteins and
specific antibody for retain proteins in complex Elute complex SDS-PAGE of . .
protein of interest with protein of interest from beads eluted proteins antibodies
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http://www.proteome.org.au/Images/UserUploadedimages/133/PULLdownA.jpg



Co-immunoprecipitation

Ziel: Identifikation von unbekannten Interaktionspartnern

Antibody binds protein,
Incubate lysate with beads are washed to remove
beads functionalised with non-binding proteins and
Harvest and lyse specific antibody for retain proteins in complex Elute complex SDS-PAGE of . .
cells/tissue protein of interest with protein of interest from beads eluted proteins aNtibodies
e e

De novo ldentifikation
- GC/MS

http://www.proteome.org.au/Images/UserUploadedimages/133/PULLdownA.jpg



Mass spectrometry based p

Sampleinjection
\ Stationary phase Moblicphae

i% - %%E =) o -’TEr\e/»ﬂ ‘/"'”T -

Samplecomponents

Packed bed column
P1 PO

Protein Trypsin

Extract Digest RP-Liquid Chromatography Mass Spectrometry

i

Peptide Quantification Protein Quantification

MS Spectrum

I Genomicsequence known

..GCGGAAGATCTGATTAGCCTGT
Ll I TTATGGATGATATGCGC...

in silico

translation,

digestion
Ll

Protein sequence, Peptide sequence

i HDEWFYTPWG

MS/MS Spectrum In silico Processing Peptide Identification Protein Identification

Database

W. Hoehenwarter, IPB



Nachweismethoden

DNA Southern Blot, Sequenzierung, NGS, PCR, Restriktion,
CAPS, SSLP, DNasel Verdau, CHIP, Y1H,
histochemische Promotoranalysen,

Northern Blot, RT-PCR, RT-qPCR, Microarrays,
RNA RNAseq, in situ Hybridisierung, miRNA, INcRNA,

: Western Blot, Immunoprezipitation, Lokalisation,
Protein Y2H, BIFC, Kristallstrukturanalyse, Enzymassays,
structure-function analysis, proteomics




RNA Analysen

Frage:

Quantifizierung der Expression |dentifizierung differenziell
spezifischer Gene exprimierter Gene (Transkriptom)
s N s N
* Northern Blot » Macroarrays
« semiquant.RT-PCR * Microarrays
« RT-gPCR (gRT-PCR)  RNAseq

. S/ . S/




Norther Blot

J/mm Extraction

i
Labeled  —  _y i

-t
b
m probes - —

\I/Electrnphuresis

RHA separated by size

Horthern blotting
(transfer of RHA to

-ﬂb‘isualizaﬁun of

labeled RHNA on X-ray
film

membrane)

3T3L1 o
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40 d8 < F ¥ & ¥ FW R

% Membrane hybridized J
RHA fized to with labeled probes PPARS ". - -~
membrane with UV ;

or heat PPARa . ...
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] — 2

http://enfo.agt.bme.hu/drupal/sites/default/files/imagecache/preview/tissuedistributionofPPARscopy_0.jpg
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e8/Northern_Blot_Scheme.PNG https://tools.thermofisher.com/content/sfs/gallery/high/micro_column_kit_5.jpg



semiquantitive RT-PCR

Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
RT-PCR

_\mFINA
- - HENERERER
/—\mRNA
c<HEENNNNN +
iy

— oligo dT primer

rnFlNA

Primer for Reverse Transcription

Reverse Transcriptase

cDNA

. 1
2O — “"“““
cONA Synthesis I Illll

Erststrangsynthese
FIG 2. = Hybridmolekail
(MRNA + complementary/copy DNA)

http://emerginginvestigators.org/wp-content/uploads/2014/02/Hossain-2014-Fig-2.png



semiquantitive RT-PCR

Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
RT-PCR optional:

_ ® RNase Verdau
/\/\“ °l|_||||||”““"" PO\ T.
Single stranded mRNA template \

N d & [ []]
RNAse ll cDNA

— PCR

/_b\mRNA /f \\ .
Primer for Reverse Transcription il Il I I l I Il ) \ c l/' wer=t- Pilimars
N L“, §E-1:NNEN0

c T ] IIII III i

’\ miiini
I Polvmerase

Reverse Transcriptase

/
— m\mﬂ

OO THH > T e TR

. M(-—.j-:'::':'--:} ;
FIG 2. A

cONA Synthesis

Amplifikation spezifischer Gene
mittels Gen-spezifischer Primer

http://emerginginvestigators.org/wp-content/uploads/2014/02/Hossain-2014-Fig-2.png



semiquantitive RT-PCR

. sichtbar 25 30 35 40 _45 cycles
unsichtbar i = , , , ,
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exponentielle Amplifikation
des templates
erlaubt Rlckschlisse auf die
Ausgangsmenge

I
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semiguantitive RT-PCR

- sichtbar 25 30 35 40 45 cycles
unsichtbar Ml - + - +[- + - + - 4
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Plateauphase erreicht
oder Anstieg nicht mehr messbar



semiquantitive RT-PCR

sichtbar
unsichtbar
i 500bp Navidefensini-1
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erlaubt Rlckschlisse auf die
Ausgangsmenge

Nahymenoptaecin-1

2Kb
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Plateauphase erreicht
oder Anstieg nicht mehr messbar



RT-gPCR (gqRT-PCR, real time

I AAA RNA /ﬂﬂn

= 2,000,000 —
Reverse

Transcription

1,000,000 —

0
Jiiu.rrq:lliﬂu:.ati-::-nu>\.h Baseline No template
[ [
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D i T N I u|||“||n|| cycle number
S -~ "‘Iﬂ‘i—: O
N UL T .‘.'.:.I;;.‘:.".','.,’
|li TI l'l iIIt 'l |l|l LI lrll . . .
(AT Quantifizierung nach jedem Zyklus oder

Echtzeit-Verfolgung der Reaktion
— genauere Aussagen



cDNA template
(cDNA of “all’ mRNAs of a sample)

DNA-interkalierende
Farbstoffe
(SYBR green, EVA green,..)

E STBE Greenl

E X X X N
E X X ¥ =

N

Gen-spezifische Sonden

Ifan Probe
=ense Primer
3 ; 5’

5 3

-

g :j Anti-sensze Primer
W

&

3: .‘ J 5:

5 3

B

~

Messung nach jedem PCR Zyklus
— Echtzeit Quantifizierung der DNA Menge
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Threshald Cycle (Gt
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Threshold cycle: Zyklusanzahl bei dem der Eintritt in die Exponentielle Phase erfolgt
— je friher das geschieht (je kleiner der Ct) desto hoher war die Ausgangsmenge des
templates

http://www.affymetrix.com/assets/75770_fig2.gif



gqPCR Auswertung

absolute Quantifizierung relative Quantifizierung

GEN\’E’& e I—b 55 e Exponential phase - | v I—P
ituti ne of
kons_tltL_Jtlv gene o
exprimiertes Interest
Kontrollgen

ACT Wert = CTkontroIIe B Ctgoi

25T Wert = rel. Expressionswert

http://www.affymetrix.com/assets/75770_fig2.gif



RNA Analysen

Frage:

Quantifizierung der Expression |dentifizierung differenziell
spezifischer Gene exprimierter Gene (Transkriptom)
s N s N
* Northern Blot » Macroarrays
« semiquant.RT-PCR * Microarrays
« RT-gPCR (gRT-PCR)  RNAseq

. S/ . S/




microarray expression
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Bioinformatics

(normalization, t-statistics,
fdr determination,...)




microarray expression analy

RNA isolation

TTmRNA
Reverse
y transcriptase
Aﬂ;n?g;fx' { labeling
[ _cONA |

“Green Fluorescent” Targets

262829_at
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Bioinformatics
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fdr determination,...)




Next Generation Sequencing tiN

4>

DNA oder RNA (cDNA) als template

(C0000.00.00000000000000000000000000000e0e0eve]
(C0000.00000000000000000000000000000000000e00)

Fragmentation of DNA
(sonication or enzymatic)

[0 000000000
LSOCOCOCOCO0
3000 2000000
DOO0O0O0000 X00000 00
Ligation of adapter and
primer (or barcode)

d000COCOCOCO00 " T X000000000000000c00

P00 00000000 00000000000

2XO000000000000000  X00000 0000000000000
00000 0000000000000
00000000 500000
0000000000000 XO0000000

l Size-select the fragments

http://users.ugent.be/~avierstr/nextgen/library%20preparation.jpg

» Sequenzierung



RNAseq

@ @ Select cell
@ @ population

l Extract total RNA

AAAAA A ™ | ]
e AAAAA  mRNA N | RIN

Quality control

Small RNA
PAGE or by ki Hbscbmo i RNA Extraktion + Library prep:
e Recovered . . .
o, | T RNAamount Abhangig vom Ziel der Analyse!

’—\Sm IRNA S N TN T v Le® measurement . ; )
-l mﬂﬂ/lAAAAA T (MRNA, miRNA, splice variants....)

l Ligate RNA adapter AAAAA

Fragment
——— 1 i 1 Agilent
[ — bioanalyzer
"1l ~.__. or RNA gel
I Convert to cDNA
cDNA T % QPCR
l Construct library e
——— — — Agilent
l femmeme _ bicanalyzer
Sequence
Quantitation New transcript Variant mining
- discovery
- - - — e T — A —
Map reads onto —C— —G— .
the genome [ — D G Art der Analyse/Auswertung hangt
e e e m —_— —c-  —G- von Frage ab + von Qualitat der
—- - —
c . Daten
Calculate RPKM l l l l
— I — editing

2 RPKM 1 RPKM 1 RPKM



RNAseq data analysis

RNA-Seq reads

— I — e De novo
i — —
o ome o S _ — assembly
- e O e J s R - larger reads!
Bl = R = S (454-Sequencing)
= O e B e B e T e B e W = 9 9
Align reads to Assemble transcripts
genome de novo
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Assemble transcripts Align transcripts
from spliced alignments to genome
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RNAseq data analysis

RNA-Seq reads

= O O = i De novo
O O o0 == = assembly
0O 3 g I — -
= e e e - larger reads!
- - - .
— e (454-Sequencing)
anscripts

VO

-
I
—
- -
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Genome
Assemble'tt ranscripts

from spliced alignments to genome
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(=3 {1 ] Less abundant
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Nachweismethoden

DNA Southern Blot, Sequenzierung, NGS, PCR, Restriktion,
CAPS, SSLP, DNasel Verdau, CHIP, Y1H,
histochemische Promotoranalysen,

Northern Blot, RT-PCR, RT-qPCR, Microarrays,
RNA RNAseq, in situ Hybridisierung, miRNA, INcRNA,

: Western Blot, Immunoprezipitation, Lokalisation,
Protein Y2H, BIFC, Kristallstrukturanalyse, Enzymassays,
structure-function analysis, proteomics




DNA Nachweismethoden

Fragen/Ziele

Genominformationen
- de novo Genomsequenzierung (NGS-basiert) — ahnlich der RNAseq Methode

— Sehr anspruchsvoll bei grol3en und/oder polyploiden Genomen!

Identifikation von kausalen Mutationen (genetische screens)
— klassische Anséatze: Auskreuzen und 3 Punkt Kartierung

- mapping by sequencing (NGS-basiert) - Mutante, Rickkreuzung oder Auskreuzung

Promotoranalysen
— Promoter:Reporter Konstrukte (trankriptionelle Fusionen), Promotordeletionen

- CHIP Analysen — Bindung von Transkriptionsfaktoren an spezifische DNA Abschnitte

Epigenetische Regulation (- Analyse von DNA Methylierungen)



Promotoranalysen
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Chromatin immuno precipitation (CHIP)
- Indentifizierung / Quantifizierung von Transkriptionsfaktor-DNA Interaktionen

matrix

genomic DNA
M 0= Q:m‘ 00 e
cross-ink
and shear

Aseq Analyse
entifizierung
tieller traget genes



Generelle Aspekte

Jede Nachweismethode kann nur so gut sein wie die zu analysierenden Proben

— Zeit und Bedingungen der Probennahme gut planen!

— Haltbarkeit von Material testen/beachten

— gute Dokumentation — Reproduzierbarkeit

e gquantitative Daten sind qualitativen (fast) immer Uberlegen!!!!

« Kontrollen!!!! Ideal: positiv- und negativ-Kontrollen

« Wenn madglich: immer statistische Auswertung der Daten (- echte Unterschiede?)
» Ergebnis-offen denken und handeln

 biologische Replikate (technische nur dort wo nétig) - technische + biol. Replikate nie
in den gleichen “statistischen Topf werfen”



Molekulare Mechanismen der
Signaltransduktion

04 - Lesen, Schreiben, Prasentieren
+ Methodisches? — mail an carolin.delker@landw.uni-halle.de

Folien:
http://tinyurl.com/Modul-MMS
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