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Analyza genové exprese: protein, nebo mRNA?

(PROTEin complement expressed by a genOME)

informace o skutecnych efektorech bunécnych procesu - (coz
neni pripad mMRNA)

proteiny jsou oproti MRNA chemicky velmi heterogenni - ruzna
hydrofobicita aminokyselin — stanoveni genové exprese na urovni

hladiny mRNA neodpovidaji plné hladinam proteinu (degradace
MRNA-Cas, splice varianty, posttranslacni modifikace proteinu)

stanoveni genové exprese je snadnéjsi ve srovnani s proteiny
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Analyza genové exprese: metody k dispozici

Separace proteinu (elektroforéza, chromatografie) nebo peptidu-
pred MS

ldentifikace proteinu: hmotnostni spektrometrie (MS), nebo
imunochemie - protilatky

Protilatky: proti konkrétnimu proteinu (varianté), velmi specifické
(ale nékdy crossreaktivita!), velmi citlivé

MS: identifikace i nékolika tisic proteinu soucasné, méneé citlivé

nejprve prepis mMRNA - cDNA (reverzni transkriptaza)
gRT-PCR - analyza exprese 1 genu - PCR amplifikace

vice genu: Cipové metody (expresni Cipy-i pro cely genom): na
principu hybridizace nebo se zahrnutim PCR (citlivéjsi)




Analyza genové exprese: protein, nebo
MRNA?

e Co si tedy vybrat?

... hejlépe oboji (potvrzeni na vice biologickych urovnich),
kvantifikace na urovni proteinu je ale zasadni, napfr.

tedy:

Proteomika
Western blot
gRT-PCR
Imunohistochemie




Proteinové metody: rozliSeni a citlivost

RozlisSeni =

Citlivost =2




Nejpouzivanéjsi proteomické
pristupy a jejich kombinace

(osnova dalSi ¢asti prednasky)

 Dvourozmérna gelova elektroforéza (2-DE)
e Hmotnostni spektrometrie

 SELDI-TOF MS
e SILAC znaéeni
iTRAQ-2DLC-MS/MS
MRM
VysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie
Protilatkové arrays (cell arrays, tissue arays)




Priprava vzorku pro 2-DE

Homogenizace a solubilizace
staci sonikace v lyzacnim pufru
mechanicka homogenizace + sonikace v lyzacnim pufru

nechat stat v lyzaénim pufru

Inhibice proteas (Complete™, PMSF)!!!

Inhibice fosfatas (Na,VO,, NaF)!!

Odstranéni nukleovych kyselin (benzonasa)!!

Odstranéni dalSich interferujicich latek (je-li treba) !
Nizka iontova sila (10 mM soli)!!!!

Analyza ,subproteomu*
cytoplasma, ribosomy: diferencialni centrifugace

membranova frakce: diferencialni centrifugace, extrakce detergenty
(TX-114) nebo extrakce Na,CO4

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

Solubilizace vzorku ~1h/lab T, NEZAHRIVAT nad 37 °C, pak centrifugace
(~16000 g, 20 min,4°C)




Solubilizace vzorku

denaturuji proteiny

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
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 (smés pro membranoveé proteiny)




Priprava vzorku z bunécné linie:
prakticky priklad protokolu

-k peletu bunék pfidat lyzacni pufr (7M mocovina, 4% thiomocovina, 1% C7BzO,

40 mM Tris, 70 mM DTT, 2% Pharmalyte 3/10, Complete Mini 1 tbl/10 ml, 5 mM NaF,
0.2 mM NaVvO,)

-desintegrace ultrazvukem 60 x 0.1 s

-solubilizace 75 min/lab T; po 60 min pridat 150 U benzonasy

-centrifugace 16000 g/20 min/4 °C

-stanoveni bilkoviny

-150 pg proteinu (pro barveni stfibrem) precipitovat 7,5 nasobkem acetonu
pres noc / -20°C

-centrifugace 16000 g/20 min/4 °C

-resolubilizace peletu v rehydratacnim pufru (VM mocovina,

2M thiomocovina, 1% C7BzO, 70 mM DTT, 2% Pharmalyte 3/10)
-naneseni na IPG strip

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




Priprava vzorku: obecné doporucéeni

»AS SIMPLE

AS POSSIBLE"




1. rozmeér: 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, 3-11 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, jiz malo
pouzivané

(nerovnovazny systém pro analyzu bazickych a kyselych proteinu;
trubickové gely) - obtizna kontrola chovani gradientu, jiz malo pouzivané




Aparatury na IEF

IPG-IEF

IPG-IEF




2. rozmeér: 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,
M. 1000-25000)




Aparatury na SDS-PAGE

Casting Stand .

Casting Frame
and Glass
Plate Sandwich ____
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Guides




Barveni gelu

relat. citlivost
Stribrem: analytické (problémy s MS!) ++ +
Coomassie brilliant blue (mikropreparativni)  +
koloidni CBB + +
SYPRO Ruby/Orange -fluorescencni + + (+)
(analyt.+mikroprep.)
Phosphoimaging
(analyt., inkorporace znac¢eného izotopu
béhem biosyntézy proteinu)
DIGE (diferencni gelova elektroforéza) + + (+)
(fluorescencni obarveni 2+1 (referencni) vzorku

pred 2-DE analyzou (Cy2, Cy3, Cy5), vSechny vzorky v 1
gelu, vizualizace: 3 rUzné A (referencni) - laserovy skener




Srovnani barveni gelu

Coomassie Sypro Ruby




2-D proteinova mapa
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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 (GE Healthcare)
DeCyder (2-D DIGE, GE Healthcare)
a dalsi




[ PDQuest Advanced - B.0
File Edit “ew Analyze Report ‘Wwindow Help

0O & E =2 ks 9 e : = T ||, Pop-up Graph Sarve all open documents.

Mutanti komplet (Master)




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




Literatura k 2-DE

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

Westermeier R., Naven T., Hopker H.R., Proteomics in Practice: A Guide to
Successful Experimental Design, 2nd Edition. Wiley 2008, ISBN: 978-3-
527-31941-1

... pro ty, ktefi ji budou prakticky vyuzivat

Ke zkouSce:

Priprava vzorku: homogenizace; denaturanty a jejich ucinek
Zakladni princip separace

Které metody barveni se pouzivaji a jejich srovnani

Princip 2-D DIGE
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Hmotnostni spektrometrie

@ MS spektrum

N > e
e Analyzer Detector

v

Data Analysis

lontové zdroje: Analyzatory:

MALDI (matrix-assisted  TOF (time-of-flight)
laser desorption- IT (ion trap-iontova past)
ionization) Q3 (trojity kvadrupdl)

ESI (electrospray Kombinace analyzatoru ->hybridni
ionization) systemy




lontové zdroje: MALDI vs. ESI

MALDI (matrix-assisted laser
desorption-ionization)

Krystalizace proteinu s matrici

lonizace laserem - ionizace probiha
Z pevné faze
Vétsinou 1-2x nabité ionty

ESI (electrospray ionization)

On-line napojeni kapalinové
chromatografie na MS

(LC-MS/MS)

lonizace elektrosprejem - ionizace
probiha z kapalné faze

Vicenasobné nabité ionty




Co umoznuje ,,bézna“ hmotnostni
spektrometrie

Identifikace proteinu z gelu a roztoku:

Stépeni trypsinem na peptidy = MS spektrum = peptide mass
fingerprinting v modu

peptidy ve hmotnostnim spektrometru Ize dale fragmentovat 2>
castecna sekvenace peptidi = peptide mass fingerprinting v

identifikace probiha na zakladé srovnani s databazemi

Kvantifikace proteinu a peptidu:

kvantifikace proteinu: -TOF MS, MALDI imaging
kvantifikace peptidd v MS moédu: , ICAT
kvantifikace peptidi v MS/MS médu:
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SELDI-TOF MS

Surface - enhanced laser desorption-ionization time-of-flight mass
spectrometry

Priprava vzorku: podobné jako pro 2-DE

Surface=povrch Cipu, na néjz se proteiny vazou na zakladé
chemické nebo biochemické interakce
Biochemicke povrchy

U

e [ ———,
protilaitka  DNA enzym  receptor

23 .
By & 3“ O !;,
4 e

=y

Chemickeé povrchy




SELDI - TOF MS

vzorek

— 3 viard e
varha vzorku k chemickému
povrchu Protein Chip Array

F & = = &alé & '& :".'IV

vymyti kontaminantu

SELDI-TOF MS pracuje
: pouze v MS modu,
.!i'i;};pmtei;‘u';z{a L= ] T, deteKUJe Celé

pouziti TOF MS a srovnani veorkol

# cilem 0]_3:‘jeveni hismarkeru = h"' . I nta ktn r p rOtel N y

SELDI MS spektrum




Kvantifikace pomoci SELDI-TOF MS

Princip: Srovnani ploch pikl mezi spektry - napr. z riznych pacientu

T aRET+H

r___,—|—1 1046 6+H \——’4 1475.0+H ——____,_/-Iq 1702 5+H

n L
Calibrated internally on 100607 15:48 by Administrator. Focusing Focus Mazs: 10000 Da. Calbrants: [MazsPlusCharge](135840.1+1H). Coefficients t0=0.123077 a=0342334 h=

11000 11250 11500 11750

11293.7+H

1046.6+H \,\
e e

n e
Calibrated internally on 10/ 807 15248 by Administrator. Focusing Focus Mags: 10000 Da. Calibrants: [MassPlusCharge](15540.1 +1H). Coefficierts t0=0.123077, a=0.34248 h=-0.4

11000 11500 11780
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n VR PR 1T c ]
Calibrated internally on 10A607 1548 by Adminiztrator. Focusing Focus Mass: 10000 Da. Calibrants:[MassPlusCharge](15540.1+1H). Coefficients t0=0.1 23077, 5=0.342554, h=-

11000 11250 11500 117450

dentifikace proteinu=problem!
kombinaci separacnich pristupu a externiho MS/MS- zdlouhava, ¢asto se

nedari. Je treba mit stésti




Kvantifikace s pouzitim SILAC znaceni
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Kvantifikace s pouzitim SILAC znaceni

Starting Cell Culture in DMEM
control b treated

e S

‘Mediawith S Media with

‘Light AA () ‘Heavy’ AA (V

Intensity ™
°

(ESE Begin SILAC Labeling

«

Passage cells

=
=
[}
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E

Intensity
°

After five cell
doublings

B

Intensity
Intensity

Relative protein abundance of
proteins observable in mass spec-
trum after mixing cells from both
SILAC light and heavy cultures




ITRAQ - 2DLC-MS/MS

iITRAQ = Isobaric tags for relative and absolute quantitation
Postup:

Priprava vzorku (napr. 0.1% SDS) - az 8 kvantitativné
srovnavanych vzorku v 1 analyze

Redukce a alkylace

Digesce trypsinem

Znaceni (iTRAQ znacky: 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 121)
Smichani 8 znacenych digestu

Separace peptidu (SCX, IPG, ZIC-HILIC, ...)

Kvantifikace a identifikace proteint (LC-MS/MS nebo MALDI-
MS/MS)




ITRAQ - 2DLC-MS/MS

Izobaricka mmacka
celliova hmutnust = 14%

_‘ shupina reagujici s

£ reportérod skupma peptidy (MHS)
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balanérd shupina
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MS/MS

Reportérova skupina-balanéni skupina-peptid

(INTAKTNI)

4 vzorky majici identicky pomér m/z

115

116

117

-peptidové fragmenty b-,
y- totozné pro véechny 4
vzorky

-reporterove ionty lisici se
bro jednotlive vzork




Schéma typického iTRAQ - 2DLC-MS/MS experimentu

(zde 3-plex, nyni je mozny az 8-plex)

Sample 1

Sample 2

Sample 3

Reduce /
Block Cysteines

Reduce /
Block Cysteines

Reduce /
Block Cysteines

Trypsin Digestion

Trypsin Digestion

Trypsin Digestion

iITRAQ LABEL 115

iTRAQ LABEL 117

iTRAQ LABEL 116

|
\>

v

v

/

Off-line Sample Clean-up & Peptide Fractionation wi  th SCX HPLC Column

v

De-Salt & Filter SCX Fractions

v

On-line RP-LC-MS-MS Analysis of SCX Fractions




MS/MS spektrum
s iTRAQ reportérovymi ionty
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MRM a ,targeted proteomics”

MRM=multiple reaction monitoring (=SRM=selected
reaction monitoring)

Metoda kvantifikace peptidu z vybraného proteinu na
zakladeé tzv. prechodu (transitions)

Metoda vysoce selektivni, citliva, pouzivana v analyze
nizkomolekularnich latek

Velky potencial pro validaci vysledku z proteomickych
studii jako ,HMOTNOSTNE-SPEKTROMETRICKY

WESTERN BLOT* - misto pripravy protilatky by mohl
stacit navrh ,,prechodu” pomoci software

Uvadi se teprve do praxe




VysokorozliSovaci hmotnostni
spektrometrie

e FT-ICR
Fourier-transform ion
cyclotron resonance

e Orbitrap
Zakladni vyhoda-

-vysoke rozliseni, diky
tomu moznost presné identifikace proteinu




Protilatkové arrays

mm (C) WHOLE CELL
ARRAY

v

Cell array Tissue array
(imunohistochemie)




Srovnani proteomickych metod: Vyhody
a nevyhody

2-DE SELDI SILAC iTrAQ-2DLC-MS/MS




Jak spravné naplanovat proteomicky

experiment v experimentalni onkologii




Jaky biologicky material analyzovat?

Modelové systémy - bunécné linie

Tkané

Bunky mikodisekované z tkani (LCM - laser captured
microdissection)

Kostni dren - leukémie

Plasma - sérum

?

Vzorky od pacientu - eticka pravidla!!




Statistika

Pri srovnani exprese nutnost paralelni analyzy

dat

Kvantitativné vs. statisticky vyznamny rozdil:
(Student t-test, Mann-Whitney test);
- nutno prizpusobit design studie
Korekce na (FDR-korekce)
pfi srovnavani vice nez 2 vzorku vhodna

— Casto nutnost aplikace pokrocilych
statistickych metod

Analyzujeme-li vzorky pacientu, soubor musi byt
dostatecné reprezentativni a klinicky (patologicky)
charakterizovany -




Heatmapa - korelacni analyza
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Validace dat na dalSich biologickych
urovnich

Screeningové metody:
 2-DE, iTRAQ-2DLC-MS/MS, SELDI-TOF

Validacni metody na proteinové urovni:
 western bloting, MRM

Validacni metody na urovnhi mRNA:
e gRT-PCR, (expresni Cipy)

Validacni metoda na proteinové urovni - tkanoveé rezy:
* |Imunohistochemie !!




Problematické skupiny proteinu (2-DE):
Extrémné bazické, kyselé,
nizko- a vysokomolekularni proteiny

Bazické proteiny (pH > 7) hledat na bazickém gradientu
(napfr. 6-11). V bazické oblasti Sirokého gradientu pH 3-10
byva Spatné rozliSeni. Pouzit redukcni ¢inidlo 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 cCi gradientovou SDS-PAGE ve 2.rozméru




Hydrofobni a membranové proteiny

Jejich nalezeni
Zavisi na

1. Uspésnosti
extrakce z biol.
materialu

2. pouzité separacni
metodeée

TMHMM-transmembrane
hidden Markov model

Figure 1. Plots of the GRAVY values of all known prote
SWISS-PROT database from the proteomes (A) B. subulis (1875

proteins), (B) £. coli (3656 proteins), and (C) S. cerevisiac (4729 pro-

teins) displayed from most hydrophobic (positive GRAVY score) to
most hydrophilic (negative GRAVY score)

s 1998, 79. 1501-1303

Figure 2. Plots of the GRAVY values for al] proteins from (A) B. sub-
tlis (77 proteins), (B) E. coli (143 proteins). and (C ) S.
proteins) that have n identified on 2-D gels by three
groups [5-7]

visiae (207
independent




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
koncentrovaneé

e Malo koncentrované proteiny jsou pod limitem detekce

Naznak reseni:
Prefrakcionace

Odstranéni nejkoncentrovanéjsich proteinu (napr.
albuminu a dalSich z krevni plasmy)

Pouziti imunochemické detekce
Kvantifikace na urovni transkriptu




Dalsi zdroje informaci - reviews v
prednich svétovych casopisech

+ Quantitative Proteomics by Mass Spectrometry. Methods in
Molecular Biology series, N0.359, Sechi, S. (Ed.).
Humana Press 2007




