Proteomika

1. Definicja proteomiki i techniki stosowane w proteomice
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Podejscie do badan

* Redukcjonizm klasycznym podejsciem do badan
w biologii molekularne;

— zjawiska emergentne niedostepne
* Holizm — podejscie catosciowe
— proby zastosowania

— biologia systemow
+ geno-, transkrypto-, proteo-, metabolo-mika



Definicja

* Proteom — zestaw wszystkich biatek
organizmu / tkanki / komorki / organellum (+modyfikacje)

— Ewentualnie zestaw wszystkich biatek ulegajacych ekspresiji

z okreslonego genomu (bez modyfikacji)

* Proteomika — badanie proteomow

— Skala badan odréznia ja od klasycznych badan nad biatkami

* Metody proteomiczne czesto utozsamiane z proteomika



Dziaty proteomiki

* Jakosciowa — identyfikacja biatek
— modyfikacje potranslacyjne
* |losciowa

— bezwzgledna

— roznicowa (porownawcza)

* Interaktomika — oddziatywania

* Strukturalna?



Historia proteomiki

Elektroforeza 2D i pierwsze mapy proteomow
O’Farella, Klosea i Scheele, 1975
Sekwencjonowanie Edmana
1950, automatyzacja w 196/
Spektrometria mas w badaniach proteomicznych
lata 90-te XX wieku

Termin ‘proteomika’

Wilkins, 1995



Metody stosowane w proteomice

Standardowe: ekstrakcja/stracanie itp.

Elektroforeza 1D / 2D

Chromatografia cieczowa (HPLC w tym wielowymiarowa, powinowactwa, itp.)
Spektrometria mas

Przetwarzanie danych
Wymagania dla metod:
Czutosé brak amplifikaciji

wydajnosc¢/szybkosc duzo biatek

zakres dynamiczny wielkie roznice stezen



Elektroforeza dwukierunkowa

Rozdziat pod wzgledem 2 cech, najczesciej punkt

lzoelektryczny i masa

Uktad Laemliego (SDS-PAGE)

Uzycie immobilizowanych gradientow pH

Bazy danych
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Metoda Edmana

H" H
) H HNS N N“‘P tide
e
[:::j/ C~_ HyN Peptide i .

heat
O

SJ-%..\R
S _Peptide Peptide~fpy H
A, AL NS
N

heat E
He S5 N/

Phenylthiohydantoin
(PTH)

10 — 100 pmol peptydu

~30 aminokwasow, mozna trawic¢ dtuzsze peptydy

Membrana PVDF do kilku aminokwasow

* Homogenna proba



Spektrometria mas

* Metoda pozwalajaca na pomiar stosunku masy do
tadunku czgsteczek

— Mozna wyliczyc mase
* Spektrometr mas pracuje na jonach w fazie gazowej
— (zasteczki niezjonizowane niewidoczne

* Tradycyjne metody jonizacji zwykle powoduja degradacje
wiekszych czasteczek (np. peptydow)
— Yagodne metody jonizacji

* Elektrorozpylanie (ESI)
* MALDI



Jonizacja polipeptydow

* Grupy ulegajgce tatwo jonizaciji
— Przytaczenie protonu
* Grupy aminowe na N-koncu oraz aminokwasy zasadowe
* Metoda dziatajaca najlepiej uzywana w wiekszosci analiz
— Jonizacja ujemna
* Grupa karboksylowa na C-koncu i aminokwasy kwasne

* Fosforylacja

* Uzywana bardzo rzadko w bardzo specyficznych
zastosowaniach



Elektrorozpylanie
ang. Electrospray (ESI)

* Jonizacja z roztworu

* Cisnienie atmosferyczne

* Praca thg{a B Natadowana kropla
* Wrazliwe na

A

Elektrorozpylanie
(Electrospray)

* Fatwosc potaczenia
z HPLC
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Matrix Assisted Laser Desorbtion
lonization (MALDI)

* Jonizacja z matrycy

* W prozni

* Praca impulsowa

* Odporniejsza na sole

* Trudna do potaczenia
z chromatografia

* Jednokrotnie
natadowane czgsteczki

badanej substancji

@ jony sg przyspieszne

w kierunku analizatora
) . jon badanej
’/),o substancji w fazie

czgsteczka
skrystalizowanej
matrycy

czgsteczka

metalowa ptytka (podtgczona do prgdu o napieciu okoto +30kV)



Pomiar masy biatka

Nie wystarczy do wiarygodnej identyfikacji
Rdznorodnos¢ wtasciwosci

— Wielkos¢

— Problemy z rozpuszczalnoscig

— Problemy z jonizacja

Mozliwos¢ pomiaru masy tylko niektorych biatek
Trawienie endoproteaza

— Krotsze peptydy majg bardziej ,przewidywalne” wtasciwosci
* Lepsza rozpuszczalnos¢, tatwiejsza jonizacja, itp.

— Rozréznienie znaczenia stow: peptyd, biatko, fragment w zargonie

proteomicznym



ldentyfikacja biatka
‘mass fingerprinting’
* [rawienie specyficzng endoproteaza
— Mozna przewidzie¢ wzor trawienia polipeptydow o
znanej sekwencji
* Pomiar masy peptydow powstatych w wyniku

trawienta

* Porownanie mas peptydow zmierzonych

L wyliczonych teoretycznie



Mass fingerprinting

* ldentyfikacja biatek o znanej sekwencji
* Tylko proste preparaty

— max. kilka biatek
* Niska wiarygodnosc identyfikaciji

— /alezna od liczby biatek w preparacie, wielkosci bazy

danych i doktadnosci spektrometru



Fragmentacja peptydow
L sekwencjonowanie
* Spektrometry tandemowe
— pomiar masy peptydu (MS)
— selekcje

— fragmentacje

— pomtar may
fragmentow

(MS/MS = MS2)



Widmo MS/MS
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Metody fragmentacji
L powstajgce jony potomne

CID — Collisionally Induced Dissociation
ECD — Electron Capture
ETD — Electron Transfer
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ldentyfikacja na podstawie
widma MS/MS

* /najac sekwencje peptydu mozna wyliczy¢ masy

jonow poszczegolnych serii

* Porownanie mas zmierzonych do mas wyliczonych
pozwala na identyfikacje

— Nie potrzeba kompletnego widma fragmentacji



Mas fingerprinting + MS/MS

Czasteczka biatka

l trawienie endoproteaza

Peptyd
B N N I I
l pomiar mas selekcja
643,27 Da —

1206,05 Da fragmentacja
1687,32 Da

1976,45 Da H EEEEIEEIE

1997,32 Da

2679,12 Da *pnmiar mas
3255,64 ba Janaliza danych
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Gdzie robic MS?

Srodowiskowe Laboratorium Spektrometrii Mas
IBB

Prof. Michat Dadlez



