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Analisi dell’interazione proteina-proteina da lisato cellulare:

co-immunoprecipitazione
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Se le proteine partner
sono note, si analizza
mediante WB

Se non sono note, si
sottopongono le bande
dell’interattoma
all’analisi mediante
spettrometria di massa.




Alternativa: pulldown con proteine di fusione-TAG (es. GST) ’
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Figure 1. Schematic of pull-down
assay using bacterial expression of
bait protein and cell-free expression
for the prey protein.
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Alternativa: pulldown con proteine di fusione-tag (es. GST) |
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Figure 1. Schematic of pull-down Wash and Elute Complex
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Alternativa: pulldown con proteine di fusione-tag (es. GST) |

Step 1. Immobilize the fusion-tagged
“bait” from the lysate.

Bait Protein-
Containing Solution

Step 2. Wash away unbound protein.
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Step 3. Bind “prey” protein to
immobilized "bait” protein.
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Step 5. Elute protein-protein
interaction complex.
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Step 6. Analyze protein-protein
interaction complex by SDS-PAGE.
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i = Affinity Ligand (Glutathione, Co* Chelate or Streptavidin)

>] =Fusion Tag (GST, polyHis or Biotin)




Analisi di interazione DIRETTA proteina-proteina mediante
FAR WESTERN:
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Analisi dell’interazione proteina-X:
diversi tipi di immunoprecipitazione

Co-IP
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APPLICAZIONI DEGLI ANTICORPI IN BIOLOGIA
CELLULARE:

TECNICHE per ’analisi dell’interazione proteina-
proteina IN SITU

In situ proximity ligation assay (PLA)
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In situ proximity ligation assay PLA
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species-specific antibodies
conjugated to oligonucleotides
used as templates for the joining

of two additional linear oligos o ,
into 2 DNA circle hybridize with fluorescent probe

DNA amplification



In situ PLA per visualizzare I’interazione tra un TF e un cofattore

SREBP1a

-

Primary antibodies Secondary antibodies

Ligation Amplification



Proximity Ligation Assay in showing SREBP1a-NFY nuclear complexes (red) in cells
co-stained with phalloidin (green) and DAPI (blue).



In situ proximity ligation assay for E-cadherin and p120ctn (red) in
MCF10A-ER-Src cells stained with Phalloidin to mark actin filaments
(green) and DAPI



TECNICHE per ’analisi dell’interazione proteina-
proteina IN SITU:

Fluorescence Resonance Energy Transfer
FRET




Forster Resonance Energy Transfer ]J
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La FRET e efficiente per piccole distanze ]J

Isolated donor Donor distance too great
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E efficiente per distanze inferiori a 10 nm,
NB: ¢ inferiore al limite di risoluzione del microscopio a fluorescenza!!!



Sfruttare il photo-bleaching per studiare la mobilita intracellulare B

llluminazione di una regione definita con un laser (luce molto intensa)

Bleach pulse

D

FRAP
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FLIP

Photobleaching: la luce induce la conversione chimica permanente del fluoroforo in una
molecola non fluorescente.



FRAP

Fluorescence Recovery after Photo-bleaching

Domanda: visualizzare la mobilita di una molecola nella cellula
Idea: sbiancare la molecola in un’area della cellula

e osservare il recupero della fluorescenza mediante trasporto della molecola

Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP) with Green Fluorescent Protein
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FLIP
Fluorescence Loss in Photo-bleaching

Domanda: visualizzare le connessioni tra compartimenti cellulari
Idea: sbiancare la molecola in un’area della cellula

e osservare la diminuzione del segnale in aree connesse
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BIOMEDICINA




Modelli cellulari in
biomedicina
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La rigidita del supporto influenza il comportamento cellulare

Skeletal muscle

Breast
Endothellal Smooth @
Neuron Lung

cell Flbroblast muscle Chondrocyte Osteoblast
Bone
l Plastic/
Fluid: l glass
blood or s
mucus
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Elastic modulus (Pa)

Increasing stiffness

La plastica € un supporto non fisiologico



Model system Organization of
in life sciences the body

Colture cellulari in 3D
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Colture cellulari in 3D

Colture cellulari 3D possono essere mantenute in vitro in
matrici ricostituite a base di collagene o matrigel (una matrice
secreta da una linea cellulare tumorale, arricchita in
componenti della lamina basale) oppure gel di acrilamide
derivatizzati

a formare strutture tridimensionali, che ricapitolano la
morfologia del tessuto/organo di origine.

Mammary
epithelial cell

ECM



Studio del processo di morfogenesi in colture
cellulari 3D

Cells in monclayer on
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(Gm130) (PCNA) (laminin-5) (collagen 1V)
F-actin, nuclei Nuclei Nuclei Nuclei Nuclei Nuclei

Low-matured

Semi-matured

°
9]
2
3

=
©
£

=
<

9

T

PCNA not
detectable

M Basement membrane M Cell nuclei
M Golgi-apparatus B Apoptotic cells

Assay medium
+2% Geltrex (soluted)

Slngle cell
EHS gel
Day: 0 | -3 4-6 7-9 10-12 N 13-18 19-24 I 25-29 30-35 |
Low-developed BM (low-matured acini) Highly-developed BM, lumen Higly-developed BM, hollow lumen
(semi-matured acini) (highly-matured acini)
EGF supplementation
BM thickening
Luminal cell death
Proliferation and growth Growth arrest

Basal and apical polarization



[ Alterazione della morfogenesi in colture cellulari 3D ]
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Morfogenesi di cellule epiteliali in coltura 3D

o/e oncogene

RNAIi- oncosoppressore
St ek I, - m ingrandimento

100x
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COLTURE ORGANOTIPICHE o ORGANOIDI J

Strutture 3D che si sviluppano e differenziano a partire da cellule staminali;

consistono di tipi cellulari caratteristici di un organo derivati da SC di
origine che si auto-organizzano attraverso la localizzazione e il
differenziamento grazie all’inclusione in ECM e alla presenza di fattori
solubili della nicchia staminale

S
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Mammary gland



COLTURE ORGANOTIPICHE o ORGANOIDI ]J

Ricapitolano I’organizzazione e le funzioni
del tessuto/organo corrispondente

Brain Mammary gland

organoid

Repic & Lancaster , Plos Blogs 2013 Jamieson et al., Development 2017

VERIFICA DELLA FUNZIONALITA:
Organoidi di mammella trattati con
I’ormone prolattina secernono latte
nel lume



Generazione di ORGANOIDI ]J

Gli organoidi possono essere derivati da 2 TIPI DI SCs

a) Cellule staminali pluripotenti (PSCs) = embryonic stem cells (ESCs) 0 iPSCs
b) ASCs = cellule staminali adulte residenti tessuto-specifiche

Pluripotent stem cells (PSCs) 2D

l

Embryoid bodies or spheroids
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Trends in Molecular Medicine



Cellule staminali EMBRIONALI (ES)

Embrione in fase iniziale
di segmentazione
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IPS: cellule staminali pluripotenti indotte ]J

S. Yamanaka + J. Gurdon: premio Nobel per la Medicina 2012

@ Fibroblasto
di topo

adulto
Infezione con retrovirus
che portano geni per
Oct3/4, Sox2, Kli4

e c-Myc

Cellula
staminale
pluripotente

indotta



generazione di ORGANOIDI da TESSUTI ADULTI (ASCs) ]J

Intestinal biopsy

Mince tissue into small pieces

¥ o

Isolate crypts from Isolate single cells
intestinal biopsy by enzymatic treatment
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Embed isolated crypts or single cells in matrigel

/
DR |-

+ 2-3 days
3D

MATERIALE DI ORIGINE:
-ASCs singole (dissociate/purificate)

-Porzioni di tessuto (in alcuni casi le ASCs
necessitano di cellule di supporto per la
crescita)



COLTURE di ORGANOIDI ]J

Le cellule sono cresciute in matrici 3D che mimano la matrice del tessuto

di origine e ricoperte con un terreno di coltura contenente specifici fattori
di crescita e differenziamento

3D embedded
culture

Primary mammary epithelium

|Memmary organoids

Shamir & Ewald., Nat Rev MCB 2014

HuBiogel ™ Matrigel”
- Total Protein (mg/ml) 5-8 10-15
" Laminin 260 +/-24 810
M atrlx - Collagen I 478 +/-32 ns.
1 Collagen IV 312+-18 450
- matrigel atactn XD 0
. . T i 68+/-6 n.s.
- Specific matrix components Fibroucetin 15574
Proteoglycans 14+4/-6 25
EGF None 0.7ng
TGF-B None 3ng
bFGF None 0.2pg
PDGF None 12pg
VEGF None 16 ng
H Coll None detectable
Medium: , ,

- Specific  growth  factors
(niche): e.g. FGF, EGF,
activators of WNT and
NOTCH pathway




COLTURE di ORGANOIDI: diverse modalita di coltura ]J

Air-liquid interface

Culture media Culture media

' . ' Matrix for 3D culture Media '.,'.
Matrix for 3D culture . ' .

| Skin epithelium

Ricostruzione di fenotipi complessi:
manipolazione della ECM

Branching
Matrigel + low-rigidity PEG

' - - - - - -
’/‘54?\ Matrigel + high-rigidity PEG - @ No branching

AT
Nmmal mamm_‘
organoids Matrigel + low-rigidity PEG

and adhesive peptides

Shamir & Ewald., Nat Rev MCB 2014



Ricostruzione di fenotipi complessi:
colture di diversi tipi cellulari

b

Stromal cells Endothelial cells Organotypic mlclrovascul.m niche

+ \
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Laminin-rich ECM _
| l I oD Breast tumour Mature .
Q0O cells endothelium :
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Laminins Periostin

Dormant
tumour cell

| proliferation



L Applicazioni degli organoidi in biomedicina IJ

b Patient-derived tissue subunits C Omics profiling d Study host-microbe interaction

€ Gene editing
(e.g. CRISPR)

f High-throughput drug screening

g Biobank for academic studies 00000000000
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000000000000
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@O 0000000000
0000000 @0O000
000000000000
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@ Potential lead

ESCs/iPSCs




Applicazioni: biobanche di organoidi da pazienti per lo
studio di patologie umane

i |
- o) D =
Tumor
e |
(600 D
Organoids
DNA sequence Biobank
expansion
CAGCTGCGTCAGATACTACGAGTCTG & storage

DNA sequence pra—

CAGCTGCGTCAGATACTACGAGTCTG

RNA expression

Gene - drug association

Van de Wetering et al., Cell 2015



Organoidi derivati da pazienti per il design di
terapie personalizzate

Gli organoidi tumorali ricapitolano le caratteristiche del tumore in vitro:

possono essere utilizzati per testare la risposta alle terapie
e per drug screening

Metastatic Patient 1.5 1
breast cancer response -8~ 33T (1)
\ N~ ’ sensitive 8 10 & 33T (2)
not determined % ' —— 140T
D oo resistant ® - 130T
N O | z
[‘; E 05 =1 | SURUUTSSIUUOTUUPUTTRURRRRN. - <3 I -0 209T
Y
e —- ,. Organoid > - 2137
response 00 -
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

Tamoxifen (uM)

The response to tamoxifen of 10 metastasis-derived BC organoids matched that of the
respective patients indicating the potential use of BC organoids as predictive in vitro
surrogates for BC in vivo.



Applicazioni: organ-on-chip ]J

Dispositivi microfluidici

composti da camere perfuse in maniera continua

Interfacce tessuto-tessuto realizzate con membrane semipermeabili
Simulano I’organizzazione e la funzione a livello di organo e multi-organo
Consentono real-time imaging

Side chambers Vacuum



Applicazioni: human-on-chip ]J

Dispositivi microfluidici

Composti da piu camere perfuse in maniera continua

Interfacce tissutali realizzate con membrane

Simulano I’organizzazione e la funzione a livello di organo e multi-organo
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