Proteomika

Proteomika tlosciowa



Oznaczanie tlosct biatka

* Bezwzgledna ocena ilosci konkretnego biatka

— oczyszczenie L pomiar ilosci
* trudne do oceny straty podczas oczyszczania

— metody ,pot ilosciowe” np. western blot ze standardem
dodanym

— LC-MS ze standardem dodanym

* Bezwzgledne oznaczenie ilosci setek biatek

w jednym doswiadczeniu?

- 2DE + densytometria



| iczentie widm

(spectral counting)

Nobsd
* Najprostszy sposob oceny ilosci PAl —
biatka w badaniach LC-MS Nobsbl

* Liczenie wspétczynnika biorgceqo emPAI = 104 — 1

pod uwage

liczbe peptydéw zidentyfikowanych 1990

L mozliwych do zidentyfikowania
— PAI — Protein Abundance Index
— emPAl — Exponentially Modified PAI
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Proteomika roznicowa

* Biologow najbardziej interesujg réznice w ilosci
konkretnych biatek pomiedzy probami
— mutant — dziki
— szczep chorobotworczy — sczep niegrozny
— reakcja na stres, itp.

— Roznice odzwierciedlaja zmiany zachodzace
w komoarce

— katwiej badac roznice — kontrola jest ,standardem”



Elektroforeza dwukierunkowa

metoda klasyczna

Plamki roznicowe

wyctete
biatka strawione w zelu
peptydy poddane analizie spektrometrycznej i zidentyfikowane



Elektroforeza 2D

 Prosta koncepcgjnle * Pracochtonna i czasochtonna

ye . * Nie nadaje sie do biatek
— roznice widoczne ,na , ,
i hydrofobowych i o skrajnym pl
oko
* Mata czutosc

* Prosty sprzet

— zastanianie jednych biatek

) y s rzez inne
* Fatwo oszacowac ilosc P

: , * ograniczona liczba biatek
biatka w preparacie )

* Kiepska powtarzalnosc

Wysokie koszty (dodatkowo
wiele analiz MS)



DIGE

Difference gel electrophoresis

/nakowanie biatek z roznych préb rozréznialnymi fluoroforami, wspélny rozdziat 2D-PAGE
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Uzycie metod typu ‘shotqgun’

* Spektrometr mas rejestruje intensywnosc¢ sygnatu
* Intensywnosc zalezy od stezenia peptydu ale

— wydajnosc jonizacji ciezka do przewidzenia
* wtasciwosci peptydu, obecnosc innych substancji w praobie,
parametry zrodta jonow
— mozna zatozyc, ze w dwoch porownywalnych probach
wydajnosc jonizacji bedzie zblizona
* porownanie sygnatow pozwoli na stwierdzenie roznic
w stezeniu okreslonych peptydow (i biatek)



Mapa peptydowa jadra komorkowego Arabidopsis

HPLC - ESI - LTQ-FTICR
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1. Separation by electrostatic charge

SCXHPLC

Rozdziat 2D

typowa metoda MudPIT

2. Separation by hydrophobicity
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Analizy bez znakowania peptydow
Label-free

* Kolejne porownywane proby peptydow sg
poddawane analizie w uktadzie LC-MS
~ lub 2D-LC-MS, IEF — LC-MS, itp.

* Dane o intensywnosci z widm MS sa uzywane do
porownania ilosci peptydow/biatek

— widma MS/MS sa uzywane do identyfikaciji



Rozdzielenie rejestracji danych MS i MS/MS
Metody ‘Accurate Mass Tags’

* Spektrometr rejestruje widma wielkiej liczby peptyddw w czasie jednego
przebiegu
— tylko nieliczne sg fragmentowane

* Czas retencji peptydéw z kolumny HPLC jest powtarzalny

— nalezy zapewni¢ powtarzalne warunki rozdziatu i sktad badanej proby (porownywanie
podobnych preparatow)

— mozliwa identyfikacja peptydow na podstawie doktadnego pomiaru masy i czasu

retencjt
* Jesli peptyd zostat zsekwencjonowany tylko w jednym przebiegu, mozna
zidentyfikowac jego pik w innym przebiequ
— pordwnanie ilosci
— mozna zwiekszyc liczbe identyfikacji i porownan ilosci

— budowa bazy danych pozwalajacej przypisa¢ peptydy na podstawie m/z i czasu retencji



Metody ‘label free’

Mozliwe badanie wielkie]
liczby biatek

Duza czutosc

Biatka hydrofobowe i o
skrajnym pl

tatwa i stosunkowo tania
obrobka prob

— mato etapow — mate straty

— mato materiatu

* Badanie podobnych probek
— wptyw mutacji, warunkow,
choroby, itp.
— stabiej spisuje sie przy

badaniu roznych proteomow

* Skomplikowane
przetwarzanie danych

* Wrazliwe na zaktocenia
rozdziatu i zmiany czutosci

spektrometru mas



Uzycie standardow znakowanych
lzotopowo

* Mozliwe rozroznienie sygnatow od roznych
lzotopow przy pomocy spektrometrii mas

— porownywane proby mozna wyznakowac roznymi
lzotopami i zmieszac przed analiza

— roznice w sktadzie izotopowym nie zmieniajg istotnie
wtasciwosct peptydow — czas retencji ten sam

* /nakowanie metaboliczne

* /nakowanite in-vitro



/nakowanie metaboliczne

* Ciezsze izotopy dodawane do sktadnikow pozywki

* SILAC (Stable Isotope Labeling by Amino acids in cell Culture)
— Aminokwasy najczesciej Lizyna i Arginina, rzadziej tyrozyna
L metiontna

* lzotopy 3C, 5N rzadziej 2H
* Po kilka atoméw w aminokwasie zmienionych (+masa kilka Da)

* Mozliwe kombinacje atomow o roznej masie

— Kultury komorkowe

— Organizmy modelowe np. Muszka owocowa, Mysz

* Potrzeba kilku pokolen
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SILAC

dobra jakos¢ wynikow  * ograniczone

eliminuje btedy na zastosowanie (zwykle

wszystkich etapach in-vitro)
izolacji biatek * dosc duze zuzycie
wiekszo$¢ peptydow znakowanych
-nakowana aminokwasow

— koszty

dziata na wszystkich
spektrometrach



/nakowanie metaboliczne
L organizmy samozywne

* Rosliny syntetyzuja wszystkie aminokwasy
— mozna dostarczyc¢ nadmiaru aminokwasow do pozywki
* mata wydajnosc inkorporacji (~80%)
* Zastapienie "N przez 15N w pozywce

— mozliwe in-vitro i np. w szklarni (hydroponika)



/nakowante in-vitro

/nakowane sa wyizolowane biatka lub peptydy
Dodanie 80 podczas trawienia trypsyna
|ICAT (lsotopically coded affinity tags)

iLTRAQ — znaczniki izobaryczne



/nakowante 80

* Irypsyna podczas trawienia przytacza dwa atomy
tlenu do odtwarzanej grupy -COOH

— Trypsyna wymienia atomy tlenu grup COOH lizyn i
arginin na C-koncach peptydow.

-0l =0,,:0,,
bl = O;,-0,,




180

* znakowane prawie * wymiana 80 na 100

wszystkie peptydy — trypsyna w roztworze

* znakowanie podczas * nalezy wymienié
trawienia biatek lub cato$¢ wody w probce
znakowanie peptydow przed znakowaniem

po trawtentu — np. liofilizacja

° 4 1 . .
dobre porownanie * H,180 doé¢ drogie
tlosct



v
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/naczniki izobaryczne iTRAQ

Isobaric tag for relative and absolute quantitation
* /nacznik przytacza sie do grup aminowych
* Wiele wersji znacznika np. 4 lub 3
* masy poszczegolnych wersji rowne!

* przy fragmentacji powstaje jon reporterowy
— 7z kazdego znacznika powstaje jon o innej masie

* porownanie intensywnosci sygnatow jonow
reporterowych na widmach MS/MS



A, diagram showing the components of the multiplexed isobaric tagging chemistry.

A Isobaric Tag B
Total mass =145 ‘
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LTRAQ

dobra ocena ilosct
wiele prob na raz

prostsze przetwarzanie
danych niz w 180

L SILAC

znakowanie dosc

proste

nie dziata z

fragmentacjg w

hutapce jonowej

mozliwa mniejsza
czutosc

— duzo prob na raz

wysoka cena



Oprogramowanie

* Przy metodach ‘label-free’ i znakowaniu

lzotopowym

— Potrzebna analiza widm MS
* /najdowanie pikow i ocena objetosci

* Naktadanie i porownywanie map z HPLC-MS w metodach
typu AMT (eliminacja zaktécen rozdziatu HPLC)

* Wieksza objetosc¢ danych (np. ~1GB na przebieg)

- przy identyfikacji uzywane tylko na poczatku analiz

* iIRAQ — podobnie, jak przy identyfikacji
doktadniejsza analiza tylko widm MS/MS



Podsumowanie

* Metody klasyczne
- 2D-PAGE

* Metody opierajace sie na LC-MS
- bez znakowania (‘label—free’)

— znakowanie metaboliczne

— znakowanie wyizolowanych biatek lub strawionych

peptydow
* Optymalny wybor motody



