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Cross-link protein-bound DNA

Lyse cellular membrane

Lyse nuclear membrane

STEP3 ‘”‘ Fragment chromatin (sonication)
d’ 1‘(1 -»  Sample taken for Input
s .. ¥
1 I Y
Y Immunoprecipitation with specific
STEP 4 .,.x ( N antibody-bead complex
d %0
@ 3y . :
¢ Magnetic capture
C.ih
STEPS ‘¢ Elute DNA and reverse cross-linking
1
\ el
| Amplification/detection of DNA
v =
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BEADS DI SEFAROSIO

MAGNETICHE ANTICORPO
| SPECIFICO PERLA
CONIUGATE CON
MODIFICAZIONE
o o1 Lt ISTONICA DI NOSTRO
GRADO DI LEGARE LA NTERESSE
PORZIONE Fc
DELLUANTICORPO

-

~~!§mmm"/

’6‘51_‘\

AGITATORE ROTANTE RACK MAGNETICO

STEP 1 CROSSLINKING DNA-ISTONI

\ RE ./ * LA FORMALDEIDE PROMUOVE LA FORMAZIONE DI LEGAMI COVALENTI TRA
s 2 e

- ' ~ DNAE PROTEINE.
2 ¥ N = .
| a8 " ¥ LAFORMALDEIDE E COME UNA POLAROID, FA UNA PERFETTA ISTANTANEA
oy -~ DELLASITUAZIONE DI INTERAZIONE TRA DNA E PROTEINE E PERMETTE DI
3 EVITARE CHE IN SEGUITO ALLA LISI DELLE CELLULE, LE PROTEINE SI STACCHINO

DAL DNA E L'INTERAZIONE CHE VOLEVAMO STUDIARE VENGA PERSA.
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Step 1

Protein  Formaldehyde

(o]
" /Ik
H H

Step 2

Schiff Base DNA or Protein

—N + Nuc—R, == @R

NN
NcH,

Example Protein-DNA Crosslink

Qf

Methylol Schiff Base
-H,0
—NH N — N
\ ?
CH,~OH CH,

Crosslinked Product

-NH R,
\
CH,—Nuc

Guanine Base
\> of DNA

CH —N

GLICINA 2M PER BLOCCARE L'AZIONE DELLA FORMALDEIDE

0 0 o
- = + —_
)K/NHQ Jk*—&_ )K/N\ ng R‘_ )k/ \C/
lo) H H HO b

Glycine

or Formaldehyde Schiff Base

Tris

HO
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Quenching Products
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STEP 2 Lisi celulare

2% Detergent

i
€ 3
Nuclear extraction buffer 500 mL ' = -~
__Final concentration _ Stock _ Volume ‘% 3’,‘6’
Tris-HCI ‘ 10 mM [Tam ] | \ 2 -y =
e
[Naci | 100mm | 2m ==
¥ 3
MgC12 2mM [ osm | E
| | o oo O e Intracellular
Sucrose 03M imMm Detergent reacty Detergent destroys components are
I 1 1 with cell membrane the cell membrane
! ! | released
Igepal CA-630 0,25% 1,25 mL
Add protease inhibitors just before use.
Lysis buffer S00 mL
Final
concentration Stock Volume
Tris- HCI (pH 8.0) 50 mM 1M 25 mL
EDTA 10 mM 05M 10 mL
SDS 1% 10% 50 mL
Add protease and phosphatase inhibitors just before use
STEP 3 : :
Frammentazione della cromatina

- B

4°C
o N YWROMK 200
v |7 _— WX o AW
SONICATORE X MW
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VERIFICARE LA DIMENSIONE DEI FRAMMENTI DI CROMATINA OTTENUTI IN SEGUITO AL PROCESSO DI
SONICAZIONE, PREPARANDO UN GEL DI AGAROSIO ALL'1,5% E FACENDO CORRERE 10 pl DI CROMATINA

1 2

1000 bp

200 bp

No de-crosslinking  De-crosslinking

NB
REVERSE CROSSLINK!!

NaCl 2M

+

PROTEINASI K

—
R
——
e
e
——
~
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STEP 4

immunoprecipitazione

WK 200
WX X
X WX
Sepharose beads
Antigen !
i W YR
A0 pibny W00 Y00
Protein A WO YR
0N YN
11
} Crossinkod chromatn
} 1 P F nutecsome
ch " X ONA bindirg prctein
v x formaldelyde crossink
Uncrossink \‘ antivody
K purfy DNA £~ bound DNA
2 2 N unbound DNA
Quantification of GhIP DNA Chnaieh
CP-oivip
ChP.seq
ChIP binding profiles

Focusey
(anscriphon factons)

Brond
fe.g MIKIomed)

Mt
(0.g. OCC)

ChiP annichment
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Come calcolare quanti ul di cromatina dobbiamo prelevare ??

dai ng/ul dell’ INPUT

NB
Per preparare INPUT abbiamo utilizzato aliquota di 20 ul di cromatina da cui abbiamo ottenuto dopo reverse crosslink 40 ul
DNA

SE lettura spettrofotometro di 1 ul di DNA = 150 ng/uL
risospeso in 40 ul di H20 = 6000 ng

6000 / 20 = 300 ng/ul

13

https://www.jove.com/science-
education/5551/chromatin-immunoprecipitation

14


https://www.jove.com/science-education/5551/chromatin-immunoprecipitation
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PYROSEQUENCING

15

A PCR amplification of target region on bisulphite treated genomic DNA

B  Capture of biotinylated PCR product on streptavidin coated beads

o D Pyrosequencing reaction

GATGACTG (Dispensation order)

—\//

C purification, denaturation of the amplicon and annealing of a sequencing primer

() RAAGHC

TAAACRC

E Analysis output / Pyrogram

5 EGATGACTG

16
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D

———— Forward PCR primer

Biotinylated reverse PCR primer <—O

Biotin
5-AAGGGTCAGTTCGAACAGT-3
3-TTCCCAGTCAAGCTTGTCA

Biotin
5'-AAGGGTCACTTCGAACAGT-3"
3I-TTCCCAGTCAAGCTTGTCA

Streptavidin

Template strand: 3-TTCCCAGTCAAGCTTGTCA —E

I‘/C’/) dcrp 6(;“,

Nascent strand: 5-AAG

Template strand: 3'-TTCE"§§§GTCAAG.’.‘TTGTCA—[> s 7

DNA Polymerase

17
(Equation 3)
[Luciferin}+ O, + ATP AMP + PP, + Oxyluciferin + CO, +
L) N8
Potential Problem:
{Equation 2)
-] DNA polymerase and

PR ~y AT+ S0, luciferase compete for the
same dATP substrate

PP, + H* dcTp Solution:
Deoxyadenosine alpha-thio
triphosphate (dATPaS) is efficiently
used by DNA polymerase but not
recognized by luciferase

(Fquation 1)
Nascent strand: 5-AAGGE! 3! Biotin
Template strand: 3-T TCCCAGTCAAGCTTGTCA
Bead
DNA Polymerase Streptavidin
18
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Sulfurylase))

APS+PPI  ATP Light

luciferin  oxyluciferin
\#
7
Luciferase

AP “light

—

Time
Nucleotide incorporation generates light

seen as a peak in the Pyrogram frace

" ATP SULFORILASI CONVERTE IL PPi in ATP IN PRESENZA DI APS

LATP GUIDA LA CONVERSIONE LUCIFERASI-MEDIATA DELLA LUCIFERINA
IN OXILUCIFERINA CHE GENERA LUCE VISIBIILE IN QUANTITa
PROPORZIONALE ALUAMMONTARE DI ATP.

LA LUCE GENERATA NELLA REAZIONE CATALIZZATA DALLA LUCIFERASI
VIENA RILEVATA DA UNA CAMERA CCD E VISUALIZZATA COME UN PICCO
NEL PIROGRAMMA

LALTEZZA DI CIASCUN PICCO e PROPORZIONALE AL NUMERO DI
NUCLEOTIDI INCORPORATI

e
Apyrase
dNTP ——» dNDP + dNMP + phosphate
Apyrase
ATP =  ADP + AMP + phosphate
20 | |

10
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D
TATGG|TGATATTICGT

® ®
TATGG|CGIATATTICG|T

o®
o®

()
=

TATGG|CGIATATT,

[2]@)

®
C

TATGG|CGIATATT

()]
p=r]

®
TATGG[TGATATTICG|T

4 3

60% 100%

U

ESATCAGTCTGAGATCTGAGTATCTGAGAGAGTCTGAGAGATGTATGTGTGTCTGTCTGTCTGTCTGT
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

11
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2 2 NH, O
Jj DNMT N TET NZ OH TET N7 H TET N7 OH
i ' )\ ' A\ 'J\
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HN JEL OH DAMT-1 I‘\
oy ;\ /) J
T 5th DMAD 6mA
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23
A B (o]
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N, NH NH,
N)j N I
PN
. ! :
+NaHSO» l"“*‘ 'sm lvm Rapid
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|
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. Cytosine-5-methylenesulfonate
Deamination l {cms)
-]
"')l
o)\u $0s
|
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o
HN
|
*
Uracl
24
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BS-Pyrosequencing OxBS-Pyrosequencing

CpG site
5mC 5hmC 5mC 5fC

¥ Oxidation « ¥

2008500 - 90080

ry

C

l Bisulfite-PCR l Bisulfite-PCR

“ 5 c T

« v « ¥

T

l Pyrosequencing l

-89% ~34%
Peak 1 Peak 2
A f . Peak 1=5mC + 5hmC A ¢ )
— Peak 2 = 5mC -
TGATC G

Peak 1 — Peak 2 = 5hmC

25

https://www.youtube.com/watch?v=LbEzZ9GBKW-s

26

13


https://www.youtube.com/watch?v=LbEz9GBKW-s

21/01/22

https://www.jove.com/video/50405/pyrosequencing-for-
microbial-identification-and-characterization

27
PyroMark PCR
Serve sia a creare lo stampo a singolo filamento biotilinato necessario per il sequenziamento, ma anche a
convertire gli uracili frutto della reazione di bisolfitazione in timine
* PyroMark Master Mix : contiene sali che promuovono I'annealing specifico primer-stampo e allo stesso stempo
evitano appaiamenti non corretti, HotStartTag DNA Polimerasi, dNTPs
~—
* CorallLoad: contiene una soluzione di caricamento gel e un colorante utili per lo step successivo di elettroforesi b
* Primer Forward + Primer Reverse: a seconda del gene di interesse e del saggio puo essere biotilinato I'uno o
I'altro
* H20 Nuclease Free
28

14


https://www.jove.com/video/50405/pyrosequencing-for-microbial-identification-and-characterization
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PICCOLA NOTA SUI PRIMERS

SIA | PRIMERS PER LAMPLIFICAZIONE PCR CHE PER IL SEQUENZIAMENTO POSSONO:

* ESSERE FORNITI DALLA QIAGEN, Sl
TRATTA DI ASSAY STANDARDIZZATI PER IL
GENE DI INTERESSE

* SE LA QIAGEN NON PRODUCE L'ASSAY DI
NOSTRO INTERESSE, | PRIMERS
VERRANNO DISEGNATI SULLA SEQUENZA
DI NOSTRO INTERESSE MEDIANTE
SPECIFICO SOFTWARE

29
Come procedere per la PCR?
* In una Eppendorf da 0,2 ml aggiungere:
. s e . 95°C per 15 min
2,5 pl di DNA bisolfitato nella prima fase 94°C per 30's }
. . — 56°C per30s 45 cicli
12,5 ul di PyroMark PCR Master Mix 72°C per30's
2,5 pl di Mix Primer Forward + Reverse 72°Cper 10 min
2,5 pl di H,0 Nuclease Free
30

15



21/01/22

Verificare la specificita del prodotto di amplificazione mediante corsa
elettroforetica

Preparare un gel di agarosio all’ 1,8%, disciogliendo 1,8 g di Agarosio in 100 mL di Tampone TAE 1X mediante 'uso di
un forno a microonde ed aggiungere GelRed per rendere visibili i campioni

B
8

%;c

L (L]

1“ a

31
MEDIANTE L'USO DI UN MARCATORE DI DIMENSIONE
VERIFICARE LA SPECIFICITa DEL PRODOTTO DI AMPLIFICAZIONE
VERIFICARE ANCHE LA PRESENZA DI UNA SOLA BANDA BEN
NETTA, SENZA SMEARS CHE INDICHEREBBERO
FRAMMENTAZIONE DEL NOSTRO DNA.

32

16
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PYROSEQUENCING: SOFTWARE, STRUMENTAZIONE E BUFFERS
- SOFTWARE -

File | Tools Reports Window Help

| New Assay » 3 Pou
whd  New Run Cul+R | o
& Open Ctri+0

Import »

[0 PR o Eviied ==
Y]

[Untitled]
Volume Information:
Reagents:

B 13744
Somix 157

Nucleotides:

Nuclectide A Ku
Nuclrctide C o
Nuclectde G s
Nacleotde T 18

33

PYROSEQUENCING: STRUMENTAZIONE E BUFFERS

REAGENTI:

SEQUENZIATORE BINDING BUFFER
BEADS DI SEFAROSIO RIVESTITE DA STREPTAVIDINA

ANNEALING BUFFER
PRIMER DI SEQUENZIAMENTO 10 X
OMPA A VUOTO
ANICA PER SCARTOL x ETANOLO AL 70%
(]

7 DENATURATION SOLUTION
WASH BUFFER
H20 NUCLEASE FREE

RICCIO

ENZIMI
SUBSTRATI
dNTPs

BLOCCO RISCALDATO CHE
ARRIVA A 80°C +
PORTA PIASTRA

CARTUCCIA
CARICAMENTO ENZIMI
SUBSTRATI E dNTPs

34

17
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PRIMA DI INIZIARE.......

VERIFICARE CHE LA STAZIONE DI LAVORO PER IL VUOTO SIA STATA ASSEMBLATA IN MODO CORRETTO E SICURO.
ACCENDERE LA POMPA PER IL VUQOTO.

APPLICARE IL VUOTO ALLO STRUMENTO APRENDO L'INTERRUTTORE DI VUOTO.

LAVARE LE SONDE DEL FILTRO ABBASSANDOLE NELIACQUA ALTAMENTE DEPURATA. SCIACQUARE LE SONDE CON 70 ML DI
ACQUA ALTAMENTE DEPURATA.

VERIFICARE CHE ACQUA SIA TRASFERITA NEL CONTENITORE DEL MATERIALE DI SCARTO. IN CASO CONTRARIO, VERIFICARE
CHE LA TUBAZIONE SIA COLLEGATA CORRETTAMENTE E NON SIA ROTTA.

35
PREPARAZIONE CAMPIONE
A PARTIRE DAL PRODOTTO DI AMPLIFICAZIONE PCR, & NECESSARIO ISOLARE IL FILAMENTO BIOTILINATO IN MODO DA
PERMETTERNE IL LEGAME CON IL PRIMER DI SEQUENZIAMENTO.
E NECESSARIO DUNQUE INNANZITUTTO:
PROMUOVERE IL LEGAME DELUAMPLIFICATO ALLE BEADS DI SEFAROSIO GRAZIE ALLAFFINITa BIOTINA-STREPTAVIDINA
A
° . Y\
PCR * ."‘)
Biotinylated -
PCR prmers
DNA BISOLFITATO PRODOTTI DI PCR BIOTILINATI ANNEALING ALLE BEADS
36

18



21/01/22

IN UN EPPENDORF DA 0,2 ML AGGIUNGERE, CAMBIANDO IL PUNTALE AD OGNI AGGIUNTA:

* 10 ul DI PRODOTTO DI PCR

* 40yl DI BINDING BUFFER =20

* 1l DI SEPHAROSE BEADS

* 19 pl DI H20 NUCLEASE FREE ‘/

%

DISPORRE L'EPPENDORF IN UN TERMOMIXER, E \=

LASCIARE IN AGITAZIONE A 1400 RPM PER 10 < — ™

MINUTI A TEMPERATURA AMBIENTE. =
QUESTO STEP SERVE A FAVORIRE IL LEGAME DNA- oS0t =\®
BEADS E AD EVITARE CHE QUESTE ULTIME ‘ > 2% °®
AVENDO UNA DENSITA MAGGIORE SI DEPOSITINO ! e et |

SUL FONDO DELLA PROVETTA

37
NEL FRATTEMPO PREPARIAMO LA MIX PER IL PRIMER DI SEQUENZIAMENTO:
* 2,5 ul DI PRIMER DI SEQUENZIAMENTO
* 22,5 ul DI ANNEALING BUFFER
DISPONIAMO | 25 pl DELLA MIX DI ANNEALING IN CIASCUN POZZETTO DI UNA PYROMARK Q24 PLATE
38

19
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PREPARIAMO LA WORK STATION

J .oo]

-

50 ml——— “Parking”
wash buffer position
ﬁ"..“.[‘Tl e e U
4Om | L3 I i 70 ml
denaturation || 2l | — % high-purity
solution 2 5 ———— water
N
v
50 ml 1 4 — 50 ml
70% ethanol . - high-purity
water
1| /: :: - l—l

™

|

PCR plate  PyroMark
Q24 plate
WWW.QIAGEN.COM Fillmg the workstation 'I'OUghS.
39
- SIAMO PRONTI PER INIZIARE

|
I

10 secs.

Lavaggio per
allontanare il filament
non biotilinato

Denaturare il DNA in modo che rimanga

il singolo filamento biotilinato adeso alle S secs
beads (
|

Lavaggio in etanolo a
70% per allontanare
Sali residui e DNA
eventualmente non
biotilinato

S secs

WWW.QIAGEN.COM

- = or————mmgy _l_.
L2 0Nl
=V
1 4
- e l

cessbone l ~ 25 Secs agitando leggermente il

SIIRIRRE ! . Riccio in modo da rilasciare le beads
-1 = l- r“ con il DNA nei pozzetti contenenti il

sequencing primer
~ 15 Secs, q 8P

tutta la mix deve essere aspirata.
Le beads legate al primer
biotinilato fanno si che il
prodotto di PCR rimanga adeso
alla superfice del filtro del riccio

40
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nucleotidi

della temperatura.

sono state fornite dal software

WWW.QIAGEN.COM

SED
~-(@O0=)
a[5e

Label

Top view of the cartridge

* Incubare la plate a 80 °C per 2 minuti, cio serve ad eliminare ogni struttura secondaria dello stampo a singolo
filamento che potrebbe interferire con I'annealing del primer di sequenziamento o I'aggiunta enzimatica dei

* Nel frattempo carichiamo la cartuccia con | dNTPs, enzimi e substrati seguendo le PreRun informations che ci

¢ Terminati i 2 minuti di incubazione, lasciare raffreddare la plate per circa 10 minuti a temperature ambiente. Cio
favorira I'annealing del primer di sequenziamento allo stampo a singolo filament tramite un lento abbassamento

{14 Sre Run Information [Unttles]
| e

[Untitled]
| Volume Information:
Reagents:

E-mic 157 ul
Semix 157

0B
@0®
OB

Nucleotides:

§

Nucleotide A: 99u
Nucleotide C. W
Nockotide G- sSip
Naocleotide T. 18

41

WWW.QIAGEN.COM

Caricare plate e cartuccia all’interno dello strumento ed avviare la run

42

21
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AR ATCTTTIAGTTARGYGTGYGTGUGAATYGYGGART TAAGGTATT TAGAGG T TAAGGGTTTGTGYG

o a ) in e

Soc)

40¢]

394

290

o O ‘L,l.“.au)

~100| % k. e, — - o D o L= 1 Rt ks 4
esTaTcoTTaciaTolcorTacToaoT G ATCTAaT TdoaTacTaTadcacriad

s 1w s 0 e » » “ .

WWW.QIAGEN.COM
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