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Genomika - transkriptomika - proteomika

(PROTEin complement
expressed by a genOME)

e soubor gentl e soubor proteinu

e informace prevazné o * informace o skutecnych
senetickych dispozicich ~ €fektorech bunécnych procesu

e staticky dynamicky

soubor molekul mMRNA v daném case
dynamicky

hladiny mRNA neodpovidaji plné hladinam
proteinu (degradace, posttranslacni
modifikace)

snadné stanoveni genové exprese pomoci
gRT-PCR ve srovnani s proteiny




2-D proteinova mapa
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Priprava vzorku pro 2-DE

Desintegrace bunék, tkané

£
[

Inhibice proteas (PMSF, Pefabloc™, Complete™)!! (rostliny!!!!)
Inhibice fosfatas (Na,VO5, NaF)!

Odstranéni nukleovych kyselin (DNAsa |, benzonasa)!!!
Odstranéni dalSich interferujicich latek (polysacharidy, fenolické I.) !
Nizka iontova sila (10 mM soli)!!!!

Analyza ,subproteomu*

cytoplasma, periplasma, ribosomy: diferencialni centrifugace
membrany: diferencialni centrifugace, extrakce detergenty (TX-
114) nebo extrakce Na,CO4

Precipitace vzorku (zakoncentrovani, delipidace): aceton,
trichloroctova kyselina

Solubilizace vzorku, pak centrifugace (~16000 g, 20 min, 4°C)




Solubilizace vzorku

omezuji vodikové vazby a elektrostatické interakce
7 M mocovina, 2 M thiomocovina
obaluji hydrofobni ¢asti bilkovin a tim zvysSuiji jejich
rozpustnost
2-4% CHAPS nebo 1% ASB 14 nebo 1% C7Bz0; 0,5-1% TRITON X-100
Stépi disulfidické vazby -S-S- mezi cysteiny
50-100 mM dithiothreitol (5 mM tributylfosfin)
pufruji pH a také zlepsSuji rozpustnost proteinu
Pharmalyte, Bio-Lyte, Ampholyte (0,2-2%)

7 M mocovina, 2 M thiomocovina, 4 % CHAPS, 70 mM DTT, 2% amfolyty
nebo
7 M mocovina, 2 M thiomocovina, 1 % C7Bz0O, 70 mM DTT, 2% amfolyty
nebo

7 M mocovina, 2 M thiomocovina, 1 % ASB 14, 1% TRITON X-100, 70 mM DTT,
2% amfolyty - pro membranové proteiny




Priprava vzorku: prakticky priklad

-sklizeni bunék 5000 g, 30 min, 4 C

-promyti 10 mM Tris/HCI pH 7, supernatant odlit

-k peletu pridat lyzaéni pufr (7M mocovina, 4% thiomocovina,

4% CHAPS, 70 mM DTT, 2% Pharmalyte 3/10, proteasove

a fosfatasoveé inhibitory)

-desintegrace ultrazvukem 60 x 0.1 s

-pridat 150 U benzonasy

-solubilizace 1 h/lab T

-centrifugace 16000 g/20 min/4 °C

-stanoveni bilkoviny

-150 ug proteinu precipitovat 7,5 nasobkem acetonu pfes noc / -20°C
-centrifugace 16000 g/20 min/4 °C

-resolubilizace peletu v rehydratacnim pufru (VM mocovina,

2M thiomocovina, 4% CHAPS, 70 mM DTT, 2% Pharmalyte 3/10)
-naneseni na IPG strip

Bouchal P. Zdrahal Z., Helanova S., Janiczek O., Hallberg K.B., Mandl M., Proteomics 20086,
6, 4278-4285




Priprava vzorku: obecné doporuceni

»AS SIMPLE

AS POSSIBLE"




1. rozmér: isoelektricka fokusace (IEF)

Separace podle pl. Pocitaji se volthodiny (Vh)

(prouzky s imobilizovanym pH gradientem) - dobra
reprodukovatelnost, napéti az 10000 V, soucasny standard,
komercné dostupné

Zakladni pH gradienty 3-10, 3-10 NL, 4-7, 6-11
Gradienty v uzkém rozsahu i jedné jednotky pH
Davkovani vzorku: in-gel rehydratace (standard)
cup loading (bazické gradienty, napr. pH 6-11)

- IEF s nosnymi amfolyty (vytvareji gradient pH v trubickovych
gelech ) - obtizna manipulace, nedobra reprodukovatelnost,
katodicky drift

(nerovnovazny systém pro analyzu bazickych a kyselych
proteinu; trubickoveé gely) - obtizna kontrola chovani gradientu




Aparatury na IEF
IPG-IEF

IPG-IEF




2. rozmer: SDS-PAGE

e Ekvilibrace IPG prouzku pred SDS-PAGE: obaleni proteint SDS -
(udéluje proteinum uniformni naboj na jednotku hmotnosti), dalsi
redukce (DTT) a alkylace (jodacetamid)

 SDS-PAGE (maly i velky format)
10 az 12 % (homogenni) M, 15000-100000
8-16% (porozitni gradient) M_10000-150000 reprodukovatelnost!

e Pufrové systémy:

tris-glycin-SDS (=, Laemmli“) - standard

tricinovy (pro nizkomolekularni proteiny,
od M, 1000)

taurinovy (membranové prot.)




Aparatury na SDS-PAGE

Casting Stand .

Casting Frame
and Glass
Plate Sandwich ____

Torwwr .\r"ar..-r::"w t i o i— = |
e Tk s Clamping Frame
al— d and Electrode
Plastic Combs =y Assembly

Glass Plates with

Integrated Spacers Sample Loading

Guides




Barveni gelu

» relat. citlivost
Stribrem: analytické (problémy s MS!) ++ +
Coomassie brilliant blue (mikropreparativni)  +
koloidni CBB + +
SYPRO Ruby/Orange -fluorescencni + + (+)
(analyt.+mikroprep.)
detekce na filmu - autoradiografie
(analyt., inkorporace znac¢eného izotopu
béhem biosyntézy proteinu)
DIGE (diferencni gelova elektroforéza)
(fluorescencni obarveni 2 vzorku

pred 2-DE analyzou, vSechny vzorky v 1 gelu,
vizualizace: 3 ruzné A (jedna referencni))




2-D DIGE
diferencni 2-D elektroforéza

| Samples

Overlay

Create spot boundary map

P

Apply spot map to images

alculate spot volumes and detect
ifferences in spot abundance




Obrazova analyza 2-DE gelu

Odecteni pozadi a detekce spotu
Manualni kontrola a korekce detekovanych spotu

Vzajemné prirazovani odpovidajicich si spotu na ruznych
gelech v jedné sadé (matchsetu) - MATCHING

Kvantitativni a statisticka analyza dat
Tvorba obrazovych 2-D databazi

IMAGE MASTER (Amersham Biosciences)
MELANIE (Geneva Bioinformatics)
PHORETIX 2-D / AIDA (Nonlinear Dynamics)




Moznosti identifikace proteinu

e Peptide mass fingerprinting (MALDI-TOF MS)

» Castedna sekvenace peptidd (MALDI-TOF/TOF,
LC-MS/MS)

e N-terminalni sekvenace: Edmanovo
odbouravani

L> srovnani s databazi (NCBI, Swiss-Prot/TrEMBL)

* Western-blotting + imunochemicka detekce
(protilatky!)




Proteomické databaze a algoritmy

* Databaze obsahujici sekvence proteinu
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.expasy.org/
redundantni x neredundantni databaze

e Obrazové databaze 2-DE gelu

(zde odkazy na dalsi)
http://www.expasy.org/ch2d/2d-index.html

e |nternetové algoritmy

O Napr. v ramci ExPASy http://www.expasy.org/ - nastroj protparam a jiné:
urceni pl, MW, hydrofobicity (GRAVY), subbunécné lokalizace, pocet a
lokalizace transmembranovych domén (TMHMM) aj. ...

GRAVY<O0 hydrofilni; GRAVY>0 hydrofobni




PROBLEMY 2-D ELEKTROFOREZY
aneb
doporuceni, jak naplanovat

proteomicky experiment a po jeho
provedeni nedojit k zavéru, ze “takhle
to nejde”




Problém C. 1:
Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost (relativni odchylka 130 %)

Pri srovnani proteinové exprese nutnost
paralelni analyzy

rozdil mezi integralnimi denzitami spotu:
(Student t-test,
Mann-Whitney test); normalizace!!!

pri srovnavani vice nez 2 vzorku NUTNO
PREDEM NAPLANOVAT EXPERIMENT -

| (Gasto nutnost aplikace pokrocCilych
statistickych metod)




Problém €. 2: Extrémné bazické, kyselg,
nizko- a vysokomolekularni proteiny

Bazické proteiny (pH > 7) hledat na bazickém gradientu
(napr. 6-11). V bazické oblasti Sirokého gradientu pH 3-10
byva Spatné rozliSeni. Pouzit redukcni Cinidlo DeStreak.

Kyselé proteiny: pH gradienty v kyselé oblasti jsou ve vyvoji

Pro nizkomolekularni proteiny (<15 kDa) pouzit ~16% SDS-PAGE
+ tricinovy pufrovy systém ve 2.rozméru

Vysokomolekularni proteiny (>120 kDa): obecné problém,
zkusit pouzit 8 % SDS-PAGE ¢i gradientovou SDS-PAGE ve 2.rozméru




Problém ¢. 3:
Dynamicky rozsah koncentraci proteinu

e Jednotlivé proteiny v celobunécném vzorku se liSi az o
12 radu v rozsahu koncentraci

e Vice koncentrované proteiny zakonité prekryvaji ty méné
koncentrované

e Malo koncentrované proteiny jsou pod limitem detekce
2-DE a barveni

Naznak reseni:
e Prefrakcionace

e Qdstranéni nejkoncentrovanéjsich proteinu (napfr.
albuminu z krevniho séra)

e Pouziti pH gradientu v Uzkém rozsahu




Problém ¢. 4:
Hydrofobni a membranové proteiny

1502 M. R. Wilkins

er a s 1998, 79. 1501-1303

2-DE je obecné
neuspésna v analyze
hydrofobnich a
membranovych

proteinu (GRAVY
(Grand Average
of hydropathy)
>0))

Figure 1. Plots of the GRAVY values of all known prote
SWISS-PROT database from the proteomes (A) B
proteins), (B) £. coli (3656 proteins), and (C) S. cerevisiac (4729 pro- proteins) that have
teins) displayed from most hydrophobic (positive GRAVY score) to groups [5-7]

most hydrophilic (negative GRAVY score)

Figure 2. Plots of the GRAVY values for al] proteins from (A) B. sub-
subnilis (1875 tlis (77 proteins), (B) E. coli (143 proteins). and (C ) S. visiae (207
n identified on 2-D gels by three independent




Problém ¢. 4:
Hydrofobni a membranové proteiny

tyto

proteiny se také Spatné enzymaticky Stépi

Moznosti reseni
e zname-li sekvenci, zjistime GRAVY (pro 2-DE musi byt
<0) http://www.genome.ad.jp/SOSui/index.html

e nativni varianty 2-DE: 16-BAC/SDS-PAGE, blue native
electrophoresis (delikatni!)




Komplementarni metody k 2-DE

2-DE je pres své nevyhody zatim jedina rutinni proteomicka
separacni metoda. Mezi mozné alternativy patri:

Surface enhanced laser desorption-ionization (SELDI-
TOF MS)

Isotope-coded affinity tags (ICAT-LC-MS/MS)
SILAC znaceni

Dvoudimensionalni (resp. multidimensionalni)
chromatografie + hmotnostni spektrometrie se
znacenim (napr. iTRAQ-2DLC-MS/MS)

Analyza proteinu na protilatkovych arrays

Kazda metoda ma své vyhody a problémy, metody se
vzajemneé doplnuji = jsou komplementarni, zadna neni
idealni




Zdroje informaci

ExPASy server http://www.expasy.org/

Gorg A., Weiss W., Dunn MJ., Current two-dimensional electrophoresis
technology for proteomics. Proteomics 2004, 4, 3665—-3685
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