Proteomika

/1ozonosc proteomow



/rodta ztozonosci

* /tozonosc jakosciowa pojedynczych biatek

— geny
— alternatywnie ztozone transkrypty,

— modyfikacje potranslacyjne

~ przycinante, itp.

— struktura
* Oddziatywania

— z biatkamt lub innymi czasteczkami
— trwate kompleksy

— przejsciowe taczenie czgsteczek

* modyfikowanie, ciecie, degradacja —_—

* sktadanie biatek (chaperoniny)



/Zmiennosc stezenia biatek

e /tozonosc ilosciowa”

— Kilka czasteczek w komorce — setki milionow
— /akres dynamiczny stezen biatek w osoczu ~109

— mechanizmy requlacji
* ekspresji genow
* sktadania transkryptow
* translacji
* szybkosc¢ sktadania i transport
* modyfikacji

* degradacji



Problemy badawcze

* ,Gtebokos¢ analizy”
w genomice i transkryptomice

* ldentyfikacja
— peptydy i biatka, bark amplifikacji
— ograniczona ,gtebokos¢ analizy”

— spektrometr mas jest w stanie
fragmentowac ograniczong liczbe
peptydow w przebiequ

— ograniczona czutos¢ i zakres
dynamiczny




Czutosc

* Minimalna ilosc¢ czasteczek pozwalajaca na

— pomiar masy
— identyfikacje peptydu
* /tozona mieszanina

— Wieksze prawdopodobienstwo pomiaru MS/MS czasteczek o
duzym stezeniu
— /akres dynamiczny urzadzenia

— / gory okreslona maksymalna ilosc¢ biatka poddawanego analizie
np. w uktadzie LC-MS

* niewystarczajaca liczba czasteczek biatek o matym stezeniu w okreslonym

preparacie



Radzenie sobie ze ztozonoscig

* Postep w spektrometrii mas

— Szybsze i bardziej czute spektrometry

* Q-TOF — do150 biatek/przebieg LC-MS
* Orbitrap Velos — do 2000 biatek/przebieg LC-MS

— Poziom proteomu bakterii

* Frakcjonowanie



Etapy analiz proteomicznych

Materiat
lfrakﬁjonowanie Wirowanie w gradiencie itp.
komorek

- lizolacja biatek Wytracanie TCA/Aceton

—-

",E anzdzial biatek Elektroforeza 1D i 2D, LC, IEF
E

o *trawienie proteaza _ Irypsyna

O : : nanoHPLC, 2D HPLC (MudPIT)
-IE lrozdzml peptydow elektroforeza kapilarna

Y lanaliza w MS MALDI TOF, Q-TOF, LTQ-FTICR

Dane



Strategie

* Nacisk na rozdziat biatek
- typowo elektroforeza 2D — trawienie — MALDI
* Metody typu ‘Shotqun’

— MudPIT (Multidimmentional Protein Identification
Technology)

* Metody mieszane

— Rozdziat biatek i rozdziat peptydow



Selekcja i frakcjonowanie komorek

Badania organow, tkanek itp.
Mikrodysekcja laserowa

Metody do selekcji lub frakcjonowania komorek:

Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

Elektroforeza przeptywowa (Free-Flow
Electrophoresis)

Wirowanie w gradientach gestosci

|zolacja konkretnych organelli komorkowych



|zolacja biatek

* Liza/homogenizacja komorek

* Konieczne rozpuszczenie biatek

— utrudniaja to rozne wtasciwosci chemiczne
— bufory ,tagodne” pozwolg na badania biatek rozpuszczalnych w wodzie

— detergenty np. SDS, mocznik, chlorowodorek guanidyny

* inaktywuja enzymy, mogg uniemozliwiac elektroforeze itp.

= np. SDS (inaktywuje trypsyne, nie pozwala na IEF), chlorowodorek guanidyny (inaktywuje trypsyne,
straca SDS).

* Usuniecie innych substancji pochodzacy z badanego materiatu
L dodanych podczas preparatyki
— zalezne od metod dalszej analizy
— strgcanie, dializa, ultrafiltracja, itp.

— duze straty materiatu



Rozdziat biatek

* Wytrgcanie roznicowe, itp.
* Elektroforeza 1D i 2D

- 1D: SDS-PAGE, ogniskowanie izoelektryczne (IEF), natywna,
AU-PAGE (acid urea), itp.

— 2D: ogniskowanie izoelektryczne — SDS-PAGE

— mozna wycig¢ prazki lub plamki, biatka strawi¢ w zelu i
poddac analizie LC-MS

* Chromatografia

— saczenie molekularne, jonowymienna, oddziatywan

hydrofobowych, odwroconej fazy (np. RP-HPLC)



Elektroforeza dwukierunkowa
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Podziat ze wzgledu na cisnienie

Chromatografia kolumnowa (Liquid Chromatography — LC)

- Standardowa niskocisnieniowa

* przeptyw eluenta: grawitacja lub pompa

FPLC (Fast Protein/Performance LC)
HPLC (Hihg Performance/Pressure LC)
— nanoHPLC

UPLC (Ultra Performance LC)

— nanoUPLC

— mozliwe bardzo krotkie przebiegi w skali analitycznej



Chromatografia odwroconej fazy

Najczesciej stosowana w systemach HPLC

typowe ztoza: C-4 do C-18

— tancuchy weglowodorowe

— drobniejsze ziarna ztoza — wieksza rozdzielczosc i
cisnienie

— wspotczynnik ksztattu kolumny

Duza rozdzielczos¢

Uniwersalna



Chromatografia jonowymienna

* Rozdziat ze wzgledu na tadunek

— zalezna od pH
— kationit/anionit

— sol w buforze — nie dziata w potaczeniu z ESI
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Rozdziat peptydow

* Standardowy uktad: nanoHPLC (ztoze C18) potaczony ze zZrédtem

jonow spektrometru mas

— przeptyw np. 250 nl/min

kolumna C-18
Prébka ‘,:> |

—| Spektrometr mas

pre-kolumna
Prébka ‘,:> | ]

dane
kolumna C-18
—

Spektrometr mas

—

dane



nanoHPLC-MS

* Wazna rozdzielczosc
— Rozdziat peptydow + zageszczenie proby
* Typowe parametry kolumn

- /toze C-18

* Srednica ziaren 1,7 — 5 pm
* srednica kolumny 50 — 150 pm
* dtugos¢ kolumny 7 — 50 cm

* Dobor czasu przebiegu

* Ekstremalne HPLC (np. wielometrowe kolumny)



Chromatografia dwuwymiarowa

* Multidimmentional Protein Identification
Technique (MudPIT)

* Najczesciej stosowana chromatografia
jonowymienna przed chromatografia odwrocone;
fazy

— kazda z frakcji po chromatografii jonowymiennej
mozna analizowa¢ w standardowym systemie LC-MS

— mozna zbudowac uktad robigcy takie analizy ,on-line”



/automatyzowany system

kolejno:
gradient acetonitrylu,
gradient soli,

gradient acetonitryly

v kolumna SCX

pre-kolumna C-18
Probka |,:> | — j

pre-kolumna C-18 kolumna C-18

| —» | Spektrometr mas

E o




Wszystko w jednej kolumnie

Kolumna ze ztozem SCX i C-18

Kolumna ze ztozem C-18, SCX, C-18

* Kolumna moze byc zintegrowana z igta zrodta jonow

* Zintegrowane kolumny sa czesto stosowane w
standardowych systemach LC-MS



Ogniskowanie izoelektryczne

* Peptydy mozna rozdzieli¢ w immobilizowanych
gradientach pH

— Dziata tak samo dla catych biatek i peptydow

* Zel mozna pociag¢ na fragmenty, wyeluowad
peptydy i poddac analizie w uktadzie LC-MS

— mozna uzyskac duzo frakcji peptydow



Elektroforeza kapilarna

* Mozna potaczyc ze spektrometrem mas
— sprawia problemy (napiecia, kierunek migracji, itp.)
* Bardzo rzadko stosowana

* Dobra rozdzielczos¢



Optymalny wybor metod

* Charakterystyka biatek

— biatka hdrofobowe, o skrajnym pl

— biatka bardzo trudno rozpuszczalne

* /anieczyszczenia preparatu

— substancje natywne DNA/

* /tozonosc proteomu i licz
badac

* Koszty

RNA, lipidy, polisac

ha biatek, ktore c

harydy

ncemy



Liczba badanych biatek

Elektroforeza 2D

kilkaset analiz spektrometrycznych (trawienie+pomiar) ~1000 biatek

— niska czutos¢ i maty zakres dynamiczny, nie nadaje sie do biatek hydrofobowych i o
skrajnym pl

preparat — trawienie — LC-MS (nanoHPLC-MS)
jeden przebieg systemu HPLC-MS np. 4 godziny spektrometru ~ 1000 biatek
preparat — SDS-PAGE — trawienie — LC-MS
np. 10 przebiegow LC-MS, np. 24 godziny, kilka tysiecy biatek
preparat — trawienie — 2D-LC-MS
kilka do kilkanascie przebiegow LC-MS, kilkanascie tysiecy biatek
preparat — trawienie — |[EF — LC-MS

kilka do kilkanascie przebiegow LC-MS, kilkanascie tysiecy biatek



Podsumowanie

* Dobor strategii bardzo istotny

* Wieksza liczba krokow frakcjonowania zwieksza
liczbe identyfikowanych/badanych biatek

— moze powodowac utrate biatek

* Koszty analizy zaleza przede wszystkim od czasu
uzycie drogiego sprzetu (spektrometr mas)



