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Detekce zmén jednotlivych proteinu

~ Metody cilené na konkrétni proteiny ~ ldentifikace a kvantifikace specifickych
. hypothesis-driven approach” zmen napric proteomem
targeted analysis - ,exploratory /discovery approach,
- Stanoveni aktivity specifickych ~omikovy"“ pristup
enzymu - Zpravidla separace zajmové frakce
- Interakce ligand-receptor proteomu => snizeni komplexity
- Interakce antigen-protilatka vzorku
- EIA / RIA / ELISA - Membranova, jaderna ...
. Imunohistochemie + Molekulova hmotnost, pl
Imunocytochemie (IHC/ICC) - Fosfoproteiny, glykoproteiny ...
- Pritokova cytometrie (FCM) - ldentifikace proteint pomoci LC-MS
* Dot-blot, Western blot met(?dou, .,
Peptidové mapovani nebo
sekvenovani

~» Kombinace:
~ Imunokoprecipitace nasledovana LC-MS identifikaci

~ Vizualizace bandu nebo spott v 1D/2D-gelu pomoci protilatek a nasledna
identifikace pomoci LC-MS/MS

~ Proteinové microarrays




Metody studia proteinu
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Enzymaticka aktivita

» Specifické interakce mezi enzymem a jeho substratem
» Rada toxikantd pdsobi pfimo nebo nepfimo na aktivitu enzym
» Typické usporadani:
- Tkanova kultura /n vitro nebo extrakt vzorku (tkan, tkanova kultura) obsahujici
funkcni enzym ve vhodném reak¢nim pufru
- Pridavek modelového ,znac¢eného" substratu

- Enzymatickou konverzi substratu ¢innosti zajmového enzymu (nékdy
nékolikastupnovou) dochazi ke vzniku:

Barevného produktu => spektrofotometr
Fluorescencniho produktu (fluorogenni reakce) => fluorimetr (fl. mikroskop)
Chemi- nebo bio-luminiscencni reakce => luminometr

Radioaktivné znaceného produktu => scintilacni pocitac

(B-zarice 3H, '4C, 32P, 33P , G-zarice 123])
- Méreni - spektrofotometrické, fluorescence, luminiscence, radioaktivita

Studium ucinku chemickych latek na aktivitu :
Metabolickych enzymua (GAPDH, oxidazy)
Signalnich enzym (fosfolipézy, kinazy, fosfatazy...)
Blotransformacnlch enzymu (CYP450, UGT)
idacnich enzym (SOD, CAT, GR, GPx .

R0 aCh )
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O-linked B-N-acetylglucosaminyltransferase

UDP-GIcNAc UDP
/ OH 0GT /O—GIQNAC
SerThr SerfThr
Protein } Protein

- In vitro OGT assay flowchart

OGT enzyme source

f UDP-[*H]GIcNAc
Substrate peptide

Incubate at 20°C for 30-60 min
Stop the reaction
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Measure radioactivity

http://jcggdb.jp/GlycoPOD/protocolShow.action?nodeld=t79



Proteinphosphatase Proteinkinase A
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Fluorescencni rezonancni prenos
energie (FRET)

Priklad: FRET mezi Cyan Fluorescent Protein
(CFP) a Yellow Fluorescent Protein (YFP)

Foersteruv prenos energie mezi dvéma
fluorofory

Donor Akceptor

436 nm 480 nm

\CFP / vip ~
G o

436 nm 535 nm

Newtevio

CFP -> YFP

8. 5 FRET

http://en.wikipedia.org/wiki/F%C3%B6rster_resonance_energy_transfer




Proteinkinazy a fosfatazy

- vyuziti méreni polarizace fluorescence (FP, fluorescence polarization) nebo Fluorescencni
(Foerstertiv) rezonancniho pfenosu energie (FRET, Filuorescence Resonance Energy Transfer)
- Priklad: IMAP (Immobilizied Metal lon Affinity-Based, Molecular Devices):

=> mikrodesticky se 107 substraty pro Ser/Thr kindzy a 57 substratu pro Tyr-kinazy

IMAP Fluorescence Polarization Excitace polarizovanym
sveétlem vede k emisi

depolarizovaného svétla v
W; dusledku rychlé rotace
d i i volnych molekul substratu
phosphospepiie

Ea: o ““1 el et Excitace polarizovanym
v svétlem vede k emisi
polarizovaného svétla v
III high FP $$$ dusledku zpomaleni pohybu
molekul substratu vazbou na
IGAR FR IMAP
bandi
mgéﬁ IMAP Fluorescence Resonance Energy Transfer
TRFRET
nalmde
flusrascant Fl'ﬂ'l.lﬂl

peplicle substrate

¥ | Fsi
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@

|
bindin

Feagen

http://www.moleculardevices.com/reagents-supplies/assay-kits/enzymes/imap-assays



Kinézy LANCE® Ultra ULight™-labeled
- Priklad: LANCE Ultra Ulight (PerkinElmer) - @ 9
sada substratl specifickych pro Ser/Thr kinazy a Kinase +
Tyr-kinazy %_, 4
® 3
>
+ Eu-Ab
s
Fosfodiesterazy

IMAP Fluorescence Polarization

IMAP binding
reagent

reagent

http://www.perkinelmer.com/catalog/category/id/LANCE-+Ultra
http://www.moleculardevices.com/reagents-supplies/assay-kits/enzymes/imap-assays



FRET-sensory pro sledovani aktivity kinaz v
zivych bunkach

Priklad: Vznik FRET po fosforylaci Priklad: Potlaceni FRET po fosfroylaci
£ ) Specific
taggeting subsfrate <@
FRET \ o e
; Phosphate 2
phosphoamincacid  yep Kinase/ATP - % A
binding domain — | =] o o
9 pR— CFP YFP % » B E §- \
Q c b L )
(S‘Jsubsume phosphatase g < o & :
y - domain \ \ /z/
.::_.II ; \0‘
- | of
) Pheosphoamino acid p”
binding demain
High FRET Low FRET
Kinase

Priklad: Vliv TCDD na aktivitu c-Src ——

(potlaceni FRET modelového substrdtu) Sess fFP CE
‘

Dong et al. 2011, http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/21145940
Seong et al. 2011, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3157646/



FRET-senzory pro sledovani aktivity kaspaz

QD Emission

Aam;ssio., FRET

o Peptide Iinker

\J 5 Cleaévage _
mCherry e

gbio: / /www.intechopen.com/books/state-of-the-art-in-biosensors-general-aspects/gfp-based-biosensors



Ligand-vazebné testy

» Ligand-binding assay (LBA) - interakce mezi receptorem a ligandem
» Rada toxikant( puUsobi jako agonisté nebo antagonisté receptort
(AhR, ER, AR, GR, PPAR, RXR/RAR...)

» Radioaktivné znacené ligandy:
@ Q Separace

nenavazanych L

Q- ligandd

’ (Centrifugace,
S dialyza,

Filtrace)

Inkubace
O \7

Analyt

C’“‘\

Znaceny

ligand

Receptor

»  NejCastéji B-zarice - detekovano v pritomnosti
scintilacniho koktejlu

»  Nutna separace navazanych / volnych ligandu
(nejcastéji filtrace)

»  Nebo receptor imobilizovany na koloné (on-
I T R : Wash buffer

Filter

column), zrnickach (on-beads), Ci primo na filtru
(Perkin Elmer)

pd,

""-r\l:_.i'_{u Unbound ligand

deJong et al. (2005): Receptor-ligand binding assays
http://www.perkinelmer.com




Ligand-vazebné testy

» Scintillation proximity assay
» Stimulace scintilantu po navazani radioaktivniho ligandu
»  ZvysSeni citlivosti, odpada nutnost separace nenavaznych ligandu

Standard Assay FlashPlate (PerkinElmer)

o : 'F'-;H-w..ﬂ
situation 1 situation 2 Tt jite

deJong et al. (2005): Receptor-ligand binding assays
http://www.perkinelmer.com




Ligand-vazebné testy

» Fluorescencné znacené ligandy

» Nutna separace navazanych / volnych ligandu

»  Odbourani tohoto kroku: vyuziti FP nebo FRET
» Polarizace fluorescence (FP, fluorescence polarization)

Polarization
iasi
Slow tumbling '":“':,:“
Flusrescen
Polarizatien Peptide . o
excitation Protein + ¢ $ $
fllter i
Highar FP [Protein]
signal
= e Fast tumbling
Depolarized Polarized Cowund J
excitation excltation

light light % > ¢ &m'

Lower FP [Compound)]
signal

http://www.thesgc.org/screening-platforms




Ligand-vazebné testy

» Fluorescencni rezonancni prenos energie (FRET, Fluorescence Resonance
Energy Transfer)

[ situation 1 J [ situation 2 J

Sensory Domain

—

b

dejong et al. (2005): Receptor-ligand binding assays
http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/spectralimaging/spectralfret.html




Metody zaloZzené na interakci

protilatka-antigen

~ Protilatky - imunoglobuliny

» Produkovany B-lymfocyty

~ Tridy: IgA, IgD, 1gG, IgE, IgM
» Lehky a tézky retézec - Lc, Hc

» Variabilni doména = vazebné misto pro
antigen

~ Antigen = latka rozpoznavana
protilatkou (antibody generator)

~ Epitop = specificky povrchovy rys
antigenu rozpoznavany protilatkou

~» Hapten = mala molekula, ktera vyvola
antigenni odpovéd’ jen po navazani na
makromolekularni (neimunogenni)
nosic

» SPECIFICITA & AFINITA

~ Produkci specifickych protilatek lze
vyvolat imunizaci laboratornich zvirat
prlslusnym antigenem (haptenem) -

_jI se pouziva krdlik, mys, koza,

NH, NH,
NH,

VARIABILNI
DOMENY
L+H

VARIABILNI
DOMENY
L+H

KONSTANTNI
DOMENY
L+H

KONSTANTNI
DDMENY Zavésova
L+H ablast

Fab Fab

Lehky fetézec & onSTANTNI

DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

Fc

KONSTANTNI
DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

Tézky retezec

COOH COOH

STRUKTURA MONOMERU IMUNOGLOBULINU

http://cs.wikipedia.org/wiki/Protil%C3%A1tka



Tridy protilatek
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KFizova reaktivita

Shared epitope Similar epitope

http:/ /www.kau.edu.sa/Files/0030203/Files/19622_Lec%2010%20Immunoassays_Instrumentation.pdf



» Proteiny jsou imunogeny => Lze vytvorit protilatky
rozpoznavajici specifické proteiny nebo specificke
modifikace proteinu

» Lze vytvorit protilatky rozpoznavajici malé
sekundarni metabolity
=> neprimé studium/hodnoceni enzymatické
aktivity (napr. kvantifikace cAMP pro hodnoceni
aktivity proteinkinasy A)




Stanoveni proteinu pomoci
protilatek

Monoklondlni vs. Polyklonadlni

~ Polyklonalni protilatky Monoclonal Antibody Binding Polyclonal Antibody Binding

- Produkty ruznych klont B-lymfocytu Y J Q v

- Smés protilatek rozpoznavajicich stejny N u a ? *‘ A“’
antigen, ale rzné strukturni varianty (epitopy) : ﬂs ‘ fff

- lzolovany a purifkovany ze séra imunizovanych ; ﬂ - ék
zvirat, levnéjsi a rychlejsi vyroba, méné ﬁ_“i;n i T
narocna technologie Y

~  Tolerantnéjsi k variabilité antigenu, vétsi ¢ q
pravdépodobnost mezidruhové krizové
reaktivity Produkce monoklondlinich protildtek

-~ Vhodnéjsi pro imunoprecipitace

- R(v)bvlfstne-15|.(?d p?vevoll Arilion Tumor
- VétSi variabilita Sarzi _ Antibody- cells
Irnmurization lsolate forming cels myeloma

\74

Monoklonalni protilatky

- Produkty stejného klonu B-lymfocytu
- Zcela identické vazebné misto, na antigenu

immune calls
= M09
\:usion

rozpoznavaji tentyz epitop % o
- Lze je produkovat /n vitro hybridomovou Hybridomas
m,etovdo,u (->nejcastéji mysi), nakladné a .} o -}' o AT
narocné Ay
- Mensi pozadi a mensi mira nespecifickych S — AT Hybridomas screened
reakci a kfizovych reakci * Clonal  Fl©) O IOrBICIER0 £ Canitad
i SNV
epSi reprodukovatelnost mensi variabilita Monoclonal ~ SXPANSION A A 4
antibodies Antibody-producing

nepatrné zmény epitopu, mohou

ocifické hybridemas cloned

http://www.nature.com/nchembio/journal/v4/n6/fig_tab/nchembio0608-326_F1.html



TME Substrate

Stanoveni proteinu pomoci
protilatek N

» Znaceni pro detekci / vizualizaci protilatek }

N H H : HRP HRP

» Radioaktivni HRp F
. L. Amtisody

» Enzymaticke

A
Larmmelfll B Y'( \‘J"L V

> Krenova peroxidaza Antigen Frihanrne P E
! Fimy HRP Subﬁtrate
» Alkalicka fosfataza e ol B .
v s gh:
» Fluorescencni ./ Weorbrre
' i ta
» AlexaFluor, CF™ Fykoerythrin, Allo-phycocyanin, \. R

Yellow

FITC, Cy3, Cy5 ...
» Biotinylace
> Tvorba komplex( Strept-/Neutr-/Avidin & biotinu

Streptavidin

Absorption spectra of CF dyes conjugated to goat anti-mouse lgG —1:CF350
24CFA055 et =
S Bictinylated
—4:CF4BAA Detection
5:CF 543 P
—GLF555 F‘-"Illhl-.ll'.'.":.'
—T:CF568
—B:LF594
SCFE20R
10:CF633
11:CF40R
—12:CF647
—13:CF660C
—14:CF660R
~—15:CF680
—16:CFG0R . .
17.CF750 Blocking Proteins
. ) 18:LF770 -
4500 500 550 G600 650 FoO 7S50 800 B850 90 —19:CF790
Wavelength{nm)

300 350 400




Stanoveni proteinu pomoci
protilatek

> Prima detekce - znacena primarni protilatka
> Neprima detekce pomoci sekundarni protilatky
> Primarni neznacena protilatka rozpoznava pozadovany antigen
> Napr. monoklonalni mysi IgG protilatka proti tubulinu

> Sekundarni znacena protilatka rozpoznava primarni protilatku (zpravidla Fc
fragment IgG daného druhu)

> Napr. HRP konjugovana polyklonalni kozi IgG protildatka rozpozndvajici mysi

Fc-1gG
— Amplifikace signalu, odpada nutnost znacit kazdou primarni protilatku
—_ Naléi a n||'F| /Ara MATNA NANYF N 17ifim |/nmn|C|V|°| Aavidin_hintin
— aiol | IPIII NAUCT 111V ZINIC IICllull- V LZI1UILTI I\UIIIPIC/\U AVIUIILI MIULILILI
Pisgnt Indirest Rabaciabic
[
£5F goat s T
IE'W- -
ami-meuse *’Hﬂ‘?‘ rﬂ(f
LT T - ' FUR e
anit-human N_/

http://piercenet.com
e/ flowbook. denovesoftware.com/Flow_Book/Chapter_5%3A_Immunofluorescence_and_Colour_Compensation




» Krenova peroxidaza (horse-radish peroxidase, HRP)

Chromogenni substraty - rozpustné:

3,35, 5-Tetramethylbenzidine

A

D

colorless

K 2 Hz02

HaC

HaN A\

HyC

-~

O
o
@mee v -

—

blue

CH3

CH3
CHa

CH3

[370 nm]

C
H4C CH3a H3C CHa
;zuzﬁ%}Q:r'&b T3 MAQ—QM;
HyC CH3 H3C CHy
yellow colorless
[420 nm]

http://www.bio-rad.com/en-us/applications-technologies/detection-methods



» Krenova peroxidaza (horse-radish peroxidase, HRP)

Chromogenni substraty - nerozpustné:

3,3 -Diaminobeznidin 4-Chloro-T71-naphthol

DAB 4CN

HRP + H,0, v
f FFP—O
ool g

-1e =
HRF + H;0;
EQ_Q: +HRP-O +H,0
H;0
=le” (]umone iminium cation radical O
Polymerization
to complex
brown precipitate Insoluble purple
n product
H

http://www.bio-rad.com/en-us/applications-technologies/detection-methods



» Krenova peroxidaza (horse-radish peroxidase, HRP)

Chemiluminiscencni reakce:

Luminol
el c:|a NH, o
"‘“~|NH OH™ & HyOp | g
S o
—~MH HRP AU

ﬂ, Luminol (\:L

Intenzita a doba trvani lumininiscence je znasobena v pritomnosti
p-kumaratu => Enhanced ChemiLuminiscence, ECL

o
Hn@_/_{u

http://mclaughlin.bio.ed.ac.uk/MCB/PRAC2 /ecl.html




» Alkalicka fosfataza (AP, alkaline phosphatase)

BCIP
Chromogenni reakce: ONa
O =P—0ONa
«5-bromo-4-chloro-3- i ;
indolyl phosphate (BCIP) \zjis
a nitroblue tetrazolium ;

(NBT) AP + H,0
_GFO:]!

BC indoxyl lntem'ledlate N O
e d
Br %‘3‘ i
N Br |
H 0
Indigoid dye
(purple precipitate) QN"N N«-.N/O

H= ¢ ¢/ " H
A f % &
R
-'DN N_O-
i
O

Imulub!a drfurmazan
(blue precipitate)




» Alkalicka fosfataza (AP, alkaline phosphatase)

Chemiluminiscencni reakce:

 CSPD®
QOCH T
0=0 0=0 3
CH, akaline CH, 0
hosphatase

L- #. & Dﬁr

Cl OP Dj Cl 0® Cl -
metagable
intermed iate
CSPD CSD

http://www.dartmouth.edu/~staphy/protocol/southern_with_dig_probe.html




» Fluorescencni znaceni

Dye Excitation Emission Excitation laser Fluorescence
wavelength wavelength lines (nm}) Channel

Methoxycoumarin 360 410

DyLight® 405 400 420

HiLyte Fluor™ 405 404 428

DyLight® 350 slis) 432

Aminocoumarin 350 445

Pacific blue™ 404 456 360,405,407 FL1,FL6

EviTag™ quantum dots-Lake Placid Blue 470 490

Cy2® 489 506 488

Chromeo™ 488 488 517

DyLight® 488 493 518

Alexa Fluor® 488 495 519 488 FL1,FL3,PM3

FAM 494 519

Fluorescein Iso-thiocyanate (FITC) 495 519 488 FL1,FL3,PM3

EviTag™ quantum dots-Adirondack Green 505 520

Chromeo™ 505 505 526

HiLyte Fluor™ 488 501 527

EviTag™ quantum dots-Catskill Green 525 540

Alexa Fluor® 430 434 541

Alexa Fluor® 532 532 554

HEX 535 556

EviTag™ quantum dots-Hops Yellow 545 560

Chromeo™ 546 545 561

Cy3® 548 561 488,514 FL2,FL4,PM1

Alexa Fluor® 555 555 565

HiLyte Fluor™ 555 550 566

\ http://docs.abcam.com/pdf/immunology/fluorochromes_table_updated.pdf




Dye Excitation Emission Excitation laser Fluorescence

wavelength wavelength lines (nm}) Channel
5-TAMRA 541 568
Alexa Fluor® 546 556 S
DyLight® 549 562 576
Phycoerythrin (PE) 496,566 576 488 FL2,FL4,PM1
Tetramethyl Rhodamine Isothiocyanate (TRITC) 557 576
EviTag™ quantum dots-Birch Yellow 560 580
Cy3.5® 576 589 568,543
Rhodamine Red-X 570 590
PE-Dyomics® 590 488 599
EviTag™ quantum dots-Fort Orange 585 600
ROX 575 602
Alexa Fluor® 568 578 603
Red 613 480,565 613
Texas Red® 595 613 568,543,514
HiLyte Fluor™ 594 593 616
PE-Texas Red® 566 616
Alexa Fluor® 594 590 617
DyLight® 594 593 618
EviTag™ quantum dots-Maple-Red Orange 600 620
Chromeo™ 494 494 628
Alexa Fluor® 633 632 647
SureLight® APC 652 657
DyLight® 633 638 658
Allophycocyanin (APC) 650 660 595,633,635,647 FL4,FL7,FL8
Chromeo™ 642 642 660
Quantum Red 488 660
SureLight® P3 614 662
Alexa Fluor® 64 650 665 595,633,635,647 FL4,FL7,FL8

\ http://docs.abcam.com/pdf/immunology/fluorochromes_table_updated.pdf



Alexa Fluor® 647

Cy5®

PE-Cy5®

SureLight® P1

PE-Alexa Fluor® 647
PE-Dyomics® 647

DyLight® 649

HiLyte Fluor™ 647

Peridinin Chlorophyll (PerCP)
IRDye® 700DX

Alexa Fluor® 660

PE-Cy5.5®

APC-Cy5.5¢

Cy5.5%

TruRed

HiLyte Fluor™ 680

Alexa Fluor® 680

DyLight® 680

APC-Cy7®

Cy7®

PE-Dyomics® 747

DyLight® 750

HiLyte Fluor™750

PE-Cy7®
IRDye® 800RS
DyLight® 800
IRDye® 800CW

Excitation

wavelength

647
565
545
567

654
477

663
565

675
490,675
678
679

650
753

752
753

Emission

wavelength

665

672
673
675
678
687
690

695

702
712
774
775
776
778
778
778
786
794

http://docs.abcam.com/pdf/immunology/fluorochromes_table_updated.pdf

Excitation laser Fluorescence
lines (nm}) Channel

595,633,635,647 FL4,FL7,FL8
633,635 FL4,FL8
488 FL3,FL4,FL6,PM2
488 FL3,FL4,FL6,PM2
488 FL3,FL4,FL6,PM2
595,633,635,647 FL3,FL4,FL7
647

595,633,635,647 FL5,FL8,FL9

488 FL3,FL5,PM4



Avidin-Biotin Komplexy

» Avidin 0
(ptdci, obojzivelnici a plazi)  => Silna a vysoce specifickd M,

» NeutrAvidin vazba na biotin i
(deglykosylovany avidin) —

» Streptavidin HO 8
(Streptomyces) 0

- Biotinylovana sekundarni protilatka + konjugat avidin-HRP
- Biotinylovana sekundarni protlatka + biotinylovana HRP + avidin

Streptavidin WMM & Anyreporter
2 """*ﬂ.—.
iyt 2 B 7( %= Biotinylation
Detection l i I 2 & L
Antibody
@

i s P ' * Avidin/Streptavidin
% ® z 5 d
econdary
S - A antibody
e N
‘ A Prima
antibody

Antigen

Blocking Proteins Blocking Proteins

http://www.ebioscience.com/knowledge-center/product-line/elisa/high-sensitivity-elisa-kits.htm
http: / /www:piercenet.com/method/avidin-biotin-interaction#biotin




Zdroje protilatek:

Dulezité charakteristiky hito: / /www.abcam.com/

» Typ protilatky http://www.abnova.com/
http://www.bdbiosciences.com

» Znacena / neznacena http://www.cellsignal.com/
N Zdrojovy organismus http://www.lifetechnologies.com
L, L, http://www.merckmillipore.com
» Monoklonalni vs. Polyklonalni http://www.sigmaaldrich.com
> Typ (IgG, |ng) http://www.scbt.com/...
» Rozpoznavany antigen (protein) http://biocompare.com
a jeho MW

- Nativni / denaturovany protein
- PTM? (detekce specifickych fosfomist)

» Aplikace
- ELISA, IP, Western blot, ICC / IHC, FCM

» Mezidruhova krizova reaktivita
Skladovani! (4C nebo -200)
doporucena redéeni




Detekce proteinl pomoci
protilatek - reakce s v roztoku

- Radioimunoanalyza (RIA)
- Fluorescencni imunoanalyza (FIA)
— Enzymoimunoanalyza EIA/ELISA

P



RUzna usporadani:

« Heterogenni vs. Homogenni - vyzaduji vs. nevyzaduji separaci
komplexu Protilatka-Antigen

« Kompetitivni vs. Nekompetitivni

« Soupereni znaceného a neznaceného antigenu (protilatky) o
vazbu na protilatku (antigen) vs. Bez pridavku kompetujiciho
antigenu (protilatky)

« Prima vs. Neprima

« Detekce znacenou primarni vs. Detekce znacenou sekundarni

IA FIA EIA . \ tradicneée nrn\mrlnn\/ v roztoku

CI AWV T 1T Iv'“vl\—ll I V& W\

3
3
5
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wn
e~
93
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Q
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ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Analysis
- Imobilizace protilatek nebo antigenu na pevny povrch

— Generalizace terminu - protilatka v ELISA nemusi byt nutné znacena
mem




Radioactive antigen (tracer)

v
Kompetitivni 3‘.
radioimunoanalyza Q{'

.‘r Q'. <—Primary antibody

/

l + : @ Addunlabeled antigen

9 ' @ % Radioactive antigen
displaced by unlabeled

- Ql’ R,‘ antigen

Precipitate Ag-Ab complexes
l with anti-immunoglobulin
(secondary antibody)
° Y ° Radioactivity of supernatant =
9 free antigen (free tracer)
? * Radioactivity of precipitate =

bound antigen (bound tracer)

i Secondary antibody

resources/technicalresources/applicationsupportknowledgebase/radiometric/radioimmunoassay.xhtml



Formaty ELISA

(Suhstmte
Substrate ' e
8

( e
L "3 . Substrate

Substrate .
<l Fecondary antibody
bl conjugate "
. £ 3 Inhibitor . '\?‘:f
Primary antibody antigen
conjugate ﬁrf' “
. { Capture antibody :
el - -
Direct ELISA Indirect ELISA Sandwich ELISA Competitive ELISA

Direct ELISA Indirect ELISA

Indrect ELISA

>_
>_
*
[ |
|
t Blue or

Clear

@ A mn
* * E
o
1 A A . IAAAL L [AAAIR 2 Gf ELISA plate well
AAA = : AAA : AAA
(7] 5 —
5 A § 5 4 2§
8 Antigens £ o @) S =
£ 3 + + 2o
< < < @ e
1] ]
£ = e
B R % =
© * % % % % % |3 ?} Arjmgan |
. Primary antibody
m ﬁ Enzyme-linked secondary antibody

http://abnova.com
http://www.elisa-antibody.com/ELISA-Introduction/ELISA-types/competitive-elisa

http://www.elisa-antibody.com/ELISA-Introduction/ELISA-types/indirect-elisa




Substrate

Sandwich ELISA

Tertiary Ab-E Conjugate

Substrate

Products
. . Secondary
Detection Ab-E Conjugate Label Ab
Products
OR
Detected Analyte Saeied Analyee
Capture Ab
Capture Ab
conjugate
wark
Kompetitivni ELISA ... ¢ < (
e = subsirate
rvvww

conjugate
N wagh
s EEE ( substrate
+ E E E color \ coler  color
analyte
\' w  capture vvewvw T™B TMB| TMB
antibody

+ E E E
/ v v v ¥ v v v
YYYY > YYYY-YYYY
https://nanohub.org/resources/16944/watch?resid=17060&time=00:02:03

\ http://salimetricseurope.blogspot.cz/2012/08/salimetrics-publish-introduction-to.html




Vyuziti principu FRET pfi znaceni protilatek:

PerkinElmer: AlphaLISA a AlphaScreen (lisi se typem akceptorovych zrnicek)

AlphaLISA AlphaScreen
Excitation : k) Emission Excitation Emission
680 nm 2 615 nm 680 nm 520-620 nm

>4

Streptavidin-coated CaptSure Conjugated
Alpha Donor Bead AlphallSA Acceptor Bead

b*%w‘
Phospho-protein

Streplavidin-coated Phospho-substrate Protein A-conjugated
Alpha Donor Bead Acceptor Bead

Komercné dostupné pro detekci Sirokého spektra signalnich
molekul (cytokiny, receptory, transkripcni faktory, markery
karcinogeneze)

giegory/id/alphalisa%20kits%20for%20biomarkers%20and%20cytokines



Detekce proteinu pomoci
protilatek - reakce na membrane

P



Western Blot

— Analyticka technika umoznujici detekci specifického proteinu ve smési s dalSimi
proteiny pomoci protilatek

- Velka flexibilita & snadna a rychla optimalizace pro rtizné proteiny

1.krok - separace proteint podle molekulové hmotnosti
- Typicky SDS-PAGE (Laemmliho metoda)

2.krok - preneseni proteinti na membranu (blot)
= Western transfer, elektroblotting, immunoblotting
- nutné pro zpfistupnéni proteinu pro detekci protilatkami
- imobilizace proteint

3. krok - imunodetekce
- detekce prima (znacena protilatka)
— detekce neprima - neznacena primarni a znacena sekundarni



Western blot - 1. SDS-PAGE

» viz. predchozi prednaska
» NejCastéji SDS-PAGE dle Laemmliho

» Denaturované / redukované proteiny (vzorek v nanasecim pufru s SDS, DTT nebo B-
merkaptoethanolem, zahfati pfed nanesenim na gel)

»  Diskontinualni polyakrylamidovy gel (Tris-HCI)

» Porozita gelu (% akrylamidu) <-> rozsah separovanych MW
»  Pufr: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1%SDS, pH8.3-8.8

» Migrace protein( (zaporny naboj) smérem k anodé

» Migraci Ize sledovat podle postupu Cela vzorku zvyraznéného bromfenolovou modri
(soucdst nanaseciho pufru), pfipadné podle postupu markeru MW

» Minigely: zpravidla 100-200V, 1-2 hodiny
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http://en.wikipedia.org/wiki/Western_blot




Western blot - 2. transfer

» Prenos gelu na membranu - PVDF, nitroceluléza
» Gel vyjmut z kazety a ekvilibrovan v transferovém pufru (max. 30 min):
25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0.02% SDS, 20%MeOH

(obsah SDS a MeOH se muze liSit podle cilového typu proteinu - nizkomolekularni / vysokomolekularni,
hydrofilni / hydrofébni)

» PVDF membrana
> hydrofébni, nutno aktivovat ponorenim do MeOH (30 s) a oplachnout vodou
» Sestaveni ,sendvice”

> (Porézni podlozka) Transfer Stack
filtracni (blotovaci) papir N +

- Membrdna e ——— N
Gel ' : }:Iltﬂi Fapar

- Filtracni (blotovaci) papir E o
(Porézni podlozka) S : Jrier Paper

» ,Sendvic“ umistén do blotteru E—

Membrana smérem k anodé
o Gel smérem ke katodeé

» Aplikace elektrického napéti
-> migrace proteint k anodé -> prenos z gelu na membranu
zachovani jejich pozice a relativnich rozdila v abundanci

http://en.wikipedia.org/wiki/Western_blot



Western blot - 2. transfer




Western blot - 2. transfer

Wet (Mokry prenos) Semi-dry

4 WEt (Tan k) Tran Sfer Gassi}tfﬁ Sponge

- Filtcr pap<t
»  Gel i membrana uzavreny v kazeté M pap

a zcela ponoreny v prenosovém

pufru mezi elektrodami el
»  Pomalejsi (1-18 h), ale ucinng;jsi rane
»  Nutnost chladit a michat! o
(uniformita teploty a vodivosti) i e ——

» Semi-Dry Transfer

, Sendvic® (Gel, membrana a
filtracni papiry) ovlhcen
prenosovym pufrem a stlacen
mezi plochymi kovovymi
elektrodami semi-dry blotteru

»  Rychlejsi (15 min - 1 hod)

e — .

»  Mensi ucinnost

r r\WA ,“ >,

jzovat (€as, mA / V, slozeni pufru - SDS, MeOH, typ membrény)

Y adia org/wiki/File:Western_blot_wet_transfer_system_Criterion-06.jpg
rs msno OCOls /cellbio/protein/wt.htm http://www.bio-rad.com/en-us/product/trans-blot-sd-semi-dry-transfer-cell




Western blot - 2. transfer

» Kontrola kvality transferu - barveni proteinu na

membrane: p—
> Ponceau-S -n...ai-f-
) G . ] _— R e
reverzibilni, snadné odmyti v alkalickém pH g 11
N e BN e -
-

> Transiluminace

- pro PVDF membrany
+ rozdilna propustnost svétla v mistech s proteiny v 20% MeOH

o Swift Stain etc.




Western blot - 3. imunodetekce

» Blokovani
> Obsazeni volnych mist na membrané blokujicim

proteinem => omezeni nespecifické vazby / sorpce
protilatek

> Inkubace membrany v blokacnim roztoku
- 3-5% (w/v) odtucnéné praskové mléeko
- nebo 1-5% (w/v) bovinni sérovy albumin aj.

- Rozpusténé v PBS nebo Tris-buffered-saline, pH 7.4 s
0.05-0.1% Tween20 => tzv. PBST nebo TBST

- Nutno optimalizovat (typ, koncentrace, doba
blokovani, teplota)

&/ /www.bio-rad.com/en-uk/product/semi-dry-rapid-blotting-systems/trans-blot-turbo-transfer-system



Western blot - 3. imunodetekce

» Inkubace s primarni protilatkou
- Specificka pro zajmovy protein a organismus
- Mono/polykolonalni, hostitelsky druh
- Znacena/neznacena

> Obvykle rozpusténa v blokacnim roztoku, inkubace 2h (RT) - pres noc
(lednice)

»  Oplach membrany (PBST nebo TBST)
» Inkubace se sekundarni protilatkou
- Specificka pro hostitelsky druh primarni
- Znacena
Enzymaticky (HRP, AP) A. Colorimetric B. Chemiluminescence C. Fluorescence

Substrate Bubstrate

Fluorescencné L

- Avidin-biotin komplexy
» Oplach membrany VAN

Detekce signalu
http://www.bio-rad.com/en-us/applications-technologies/detection-methods




Western blot - 3. imunodetekce

» Enzymatické znaceni - HRP:
> Chromogenni reakce
3,3 " -Diaminobeznidin, 4-Chloro-1-naphthol
Vznik barevnych prouzki
Fotodokumentace (skener, CCD - gel-doc)

o Chemiluminiscencni reakce

Luminol
. . 120kD— =
=> svételny signal
. s B5kD— e
Dokumentace na fotograficky film
B0KkD— e

(expozice v temné komore, vyvojka, ustalovac)
nebo dokumentacni systém pro gely 40kD— ===
»  Alternativné i alkalicka fosfataza
e it
» Fluorescencni znaceni
- Dokumentacni systém pro gely
- Excitace a emise prislusné znacené protilatky
- Umoznuje multiplexing

http://advansta.com/Standartization-Blot/



Western blot - 3. imunodetekce
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Western blot - 3. imunodetekce

» Re-probing

- Opakované pouziti blotu pro detekci ruznych proteinu

- ldealné odlisSna MW & primarni protilatka z jiného
organismu

- Alternativné strihani membrany a paralelni inkubace
ruznych ¢asti (oblasti MW) s riznymi protilatkami

- S opakovanymi detekcemi muze klesat kvalita vysledku
(,preblokovani“, poskozeni membrany, ztrata
antigennich vlastnosti)

» Stripping

- Odstranéni navazanych protilatek pred dalsi
imunodetekci

- Pusobenim pH, detergentu, teploty => odmyti
navazanych protilatek

Moznost poskozeni antigenu



Western blot - vwvhodnoceni

» Umoznuje relativni srovnani s kontrolou (negativni,
pozitivnil, rozpoustédlova)

» Nutnha kontrola nanaseni

- House-keeping protein - abundantni protein,
nepredpoklada se jeho ovlivneni v souvislosti s
experimentalnim zasahem (expozice latkou)

- B-actin, a-tubulin, GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)

- Barveni celkovych proteinu - Ponceau S, Coomassie
(ireverzibilni, az po ukonceni imunodetekce)

- Fosforylace - mnozstvi fosforylovaného vs. celkového
mnozstvi daného proteinu

» Jednoduché vizualni porovnani
» Denzitometrie - analyza obrazu, kvantitativni udaj




B[a]P (mg/kg BW) B[a]P (mg/kg BW)
0 0001 €Ol 01 0 0.001 001 01

StAR E

StdR

P450scc P450scc

36-HSD 3B-HSD

GAPDH

PFPeA (5-C)
BPA (8 I
(8ng/mi) PERK1 /2
0 5Smin 15min 30min 1h 2h 4h 6h 24h
, pr— GAPDH — — —
P-stat3 o . - ———
F § 1 ramragyea - ayraaeen
Stat3 W TS . S "= - i time (min) 0 5 15 30 60 120

P-ERKL/2 wee e SN D S S s S s PFOA (8-C)
ERK1/2 W S - ;CRK /2 == = =3
o — - —— -
Akt S —— DN ————————

time (min) 0 5 15 30 60 120 EGF

http://ehp.niehs.nih.gov/11728/ http://ehp.niehs.nih.gov/1003391/
http://www.intechopen.com/books/carcinogenesis/oestrogens-xenoestrogens-and-
hormone-dependent-cancers




Denzitometrie

(@)  1-Mea: - = = = % o+ o+ o+
Degs: - - + + = = + +

» Analyza digitalniho obrazu erc 24 B _3“

» Velikost a intenzita prouzku - -
prevedena na Ciselné hodnoty

B —— e =
» Normalizace na signdl bandu GA:DH -.-:::.
nanaseci kontroly pro prislusny
vzorek (B) 12— a2
- AB AB
» Vysledky zpravidla vyjadreny g':,:1':‘ 1o f:: 5 ¥
relativné jako podil relevantni 33 0| o c
kontroly (negativni, gg os b
rozpoustédlova) I i
» ImageJ, Image Studio Lite, SW 55 Mf
prislusného dokumentacniho 3
systému o0t T T T
e
:@p‘?*

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed /18377422



Dot-blot

» Jednoducha a rychla detekcni technika

» Naneseni proteinového vzorku primo na PVDF nebo
nitroceluldzovou membranu

(neni SDS-PAGE / transfer)

» Dalsi postup stejny jako u imunodetekce pri Western
blottingu

» Semikvantitativni

AR .



Protein microarrays

P



Protein Microarrays

Interakce receptor-ligand nebo protilatka-antigen
Format chipu - stovky az tisice interakci

a YY Y Y |\ Antibedy b Protein
+ 4 4 4 Antigen g Protein
P P ﬁ P Aptamer g Peptide
5 A % Allergen ¢ | Peptide

Protein probes

gsimily o Nucleic acid probes

Cell lysates
Living cells ED:EFE;OSBES
©C ® OO ©C @ O O
OO0 @O OO0 @ @ ®
' ) Welle . Jell e ProtoArray®
® O 0 O ® 00 @ Kinazy, fosfatazy, GPCR,
, . S— _ jaderné receptroy,
Protein expressicn level Protein binding properties ,
Protein profiling Pathway building proteazy
Diagnostics Drug discovery (>9000 Cllllcjl)

Post-translational modification

http://www.nature.com/nature/journal/v422/n6928/fig_tab/nature01512_F1.html



Detekce proteinu pomoci
protilatek - primo v bunkach

P



Imunobarveni

» Detekce proteinl pomoci protilatek pfimo ve vzorcich tkani nebo
tkanovych kultur pri zachovani bunécnych struktur / architektury
tkané

» Informace o lokalizaci proteint vzhledem k morfologii bunék

» Fixace - zachovani struktury bunék / tkané

» Permeabilizace - pristup protiltaky k antigenu

» (Antigen-Retrieval - ,odblokovani“ antigenu pro protiltaku)

» Imunodetekce - blokovani, primarni, sekundarni protilatka

» Counterstaining - vizualizace znamych struktur (jadro, cytoskelet)

» Mikroskopicka dokumentace

L3
: 4
BT
-
}
P {




Imunohistochemie (IHC)

4
4
4
4

Tkanové preparaty
Zpravidla v parafinu -> parafinové blocky
Pfiprava rezu -> mikrotom

Detekce - protilatky zpravidla znacené
enzymaticky, chromogenni detekce
(autofluorescence zbytku parafinu) =>
mikroskopie pri viditelném svétle

Imunocytochemie (ICC)

Preparaty tkanovych kultur

Detekce - zpravidla fluorescencné
znacené protilatky a fluorescencni
mikroskopie




Detekce proteinu pomoci
hmotnostni spektrometrie
(mass spectrometry, MS)

P



2D-PAGE & Peptidové mapovani

2D-PAGE
Izolace proteinu IEF | SDS-PAGE
\QQJ '] ] .
\ . - -
N 3 : ° . Vizualizace
S S » ¢ I > proteint a >
S S . dokumentace gelu
2 N .
W
First dimensian, Second dimensian,
tube gel or strip gel slab gel
1. dimenze: Izoelektricka fokusace 2. dimenze: SDS-PAGE

Coomassie, stribro,
Krypton, SYPRO
Ruby...




2D-PAGE & Peptidové mapovani

Analyza spotu
- identfikace ovlivhénych proteinu na zakladé analyzy obrazu

—> - specializovany software (PDQuest, Progenesis, BioNumerics 2D ...) pro virtualni
prekladani digitalizovanych obrazl gell
- srovnavani polohy (pl / MW), velikosti a intenzity spotu => zmény v expresi proteind,
jejich postranslacnich modifikacich spojenych se zménou pl / MW

ISOELECTRIC FOCUSING

) I % = li._' 'I
y P <
g A« B
@ = ¢ et
n - - .
wl ' .
- -
-y = ®
% : - '~ < ’ . " - “
* o 8 3 s :
C) A p . Prelozeny obraz —
ontrolni zvyraznéni rozdilnych
spotu

Excize spotu se zajmovymi proteiny
Stépeni proteinu v gelu
LC-MS/MS analyza stépu (peptidu)

D



2D-PAGE & Peptidové mapovani

Priklad analyzy spotu (SW Progenesis SameSpots)
Kontrola Latka A Latka B Latka C

Spot matching

Denzitometrie &
relativni srovnani
oproti kontrole

Log Kol sed Vblume

\ http://www.totallab.com/products/samespots/analysis-workflow/video-demo/



2D-PAGE & Peptidové mapovani

Excize zajmového spotu

manualni roboticka




2D-PAGE & Peptidové mapovani

Stépeni proteinu v gelu
—odbarveni gelu (pokud nutno - napr. Coomassie Blue)
-redukce a alkylace proteint (zablokovani tvorby S-S mustku)
-Stépeni protein protedzami - nejcastéji trypsin
- dehydratace gelu v organickém rozpoustédle
- rehydratace v pritomnosti Stépiciho pufru obsahujiciho trypsin => Stépeni v gelu

~ 2-D Gel
E.

Solution @ @ @ @
v T Y Ty v
1. Destain gel slices 2. Reduce . Alkylate 4. Wash
(2 x 30 minutes at 37°C) (10 minutes at 60°C})  Perform in the dark (2 x 15 minutes
(1 hour at room temp) at 37°C)

L 1
Steps 2-4 are optional, but recommended

Add 50 yl 100% ACN B Ceaag Ty

y 8

W/ - §

v 6. Di
5. Shrink and dry gel slice (4 hours - Baﬁrl"[: or
(25 minutes overnight at 30°C)

http://www.seoulin.co.kr/mfsc/product/product_01.php?category=24b400000000000



2D-PAGE & Peptidové mapovani

)4

Stépeni v gelu - proteazy

Trypsin
(C konec -R, -K) U

. gly-arg-gly-glu-leu-val-ile-ser-ile-ser-ala-leu-ile-val-glu-tyr-gin-arg-pro-trp.
Chymotrypsin

4

(C-konec -W, -Y, -F)

Eﬁiﬁlﬁﬂ}

Lys-C );_}'(
Lys-N J'F‘

l: ﬁ_,m's, -n|6-Bie-n|B-siy-se5-8)-198-54|-na|-9|I-dse-use-e|e-dse-ayd- e

Arg-C
i@

Glu-C :

-
.

Asp-N )
P ®r.lys-cys-his-arg-ile-ser-his- glu -ile-asp-his-glu-leu-pro- glu asp- arip ala
CNBr . ‘
VOIbOU prOtEézy ajejiCh .ﬂ.rg-ﬂ, S-I!ql.lll-'ll'."'lﬂ Grade . Trypsin Gold, Sequencing Grade Modified Trypsin, Immaobilized Trypsin
naceml lze dosahnout DLilu-'L-". Soquencing Grade .Gnymutwnsin. Sequencing Grade

A

O Asp-N, Sequancing Grade O Endoproteinase Lys-C, Sequencing Grade/rlys-G, Mass Spec Grade

a.com/products/mass-spectrometry/proteases-and-surfactants/sequencing-grade-modified-trypsin/



Peptidové mapovani = PMF

» Hmotnostné spektroskopicka (MS, mass spectroscopy) analyza

peptidu

» Peptide Mass Fingerprinting, Protein Fingerprinting

Princip peptidového mapovani

- unikdtni protein (sekvence aminokyselinovych zbytku) => vznikne unikdtni sada peptidu po
nastéepeni => ty budou mit unikdtni molekulovou hmotnost

A. Electrophoresis
Protein

O —»>

B. MAAVFLTGNWPIHGGC
GICKGLYSTTVFLAKQ

Peptides
N

GLYSTTVFLAK

HKMNPTYNQFRMHSNL, — ®  MNPTYNQFR

CAHPFTRLVSDEGDERC
GILNFPPS

Protein in
database

LVSDEGDK

Predicted peptides
from hypothetical
trypsin treatment

‘ ‘I| | I L
m/z

Acquired MS spectrum

| )||m{‘| ! ||

Z
Predicted MS spectrum

Srovnani presné
Zzmérené hmoty
peptidu s hodnotou
predikovanou z
databaze znamych
proteint (nebo DNA
sekvenci) a /n silico
Stépeni



Peptidovée mapovani (PMF)

digest MS

—_— —_—

155425
Spectrum 2056 39

- 1842 44
processing 1756 67

—_— QBT .55

50534
G77.68

Protein

{gel band or spot) Mass spectrum

peptides

| ‘ -
L

Protein ¥ theoretical digest

|

‘ . |
-

Frotein X theoretical digest

Report
HIT SCORE
Protein X 1000
Protein Y S0
Protein Z I

Faak list

Search

Protein £ theoretical digest

P
L

Vyhledavaci programy:
MASCOT

ProFound

MS-Fit

MOWSE

Pepldent, Multident

http://proteomics.missouri.edu/tutorials/mooney%20presentation.pdf



Peptidovée mapovani (PMF)

» MS instrumentace
> vysoka presnost urceni hmoty
(m/2)
- Analyzatory doby letu (TOF)
Linearni iontova past (LTQ)

lontova cyklotronova
rezonance s Fourierovou

Cim vySsi presnost méfeni, tim méné peptidi
potrebujeme pro bezchybnou identifikaci

transformaci (FT-ICR) 1000. %2
- Mékka ionizace /
- MALDI (matrix-assissted laser I ,
: L ontova past
desorption & ionization) 100-1000 ppm

Elektrosprej (ESI) TOF

10-100 ppm FT-ICR
0.1 -1 ppm

http://www.uhkt.cz/files/proteomika/Hmotnostni_spektrometrie_1.pdf



Peptidové sekvenovani
(Peptide de novo sequencing)

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS)

- Peptid o urcité m/z (prekurzorovy iont) je v hmotnostnim spektrometru podroben fragmentaci => m/z produktu
fragmentace (produktovych iontl)

neutral gas
+ 3 iI o signal
e "w""' = *detection
lon-peptide I product ions
(precursor ion)
mass analyser fragmentation by collision mass analyser
A l A y peptide sequence
A G L
- - -
100 e L T L L R T R T T T T 100 B R
- . ¥2
3 S
g g
5 N a
b
L] m
v pr ¥
2 2
L] =
v l - [0 -
L L L - L L L L il
400 800 1200 mfz 200 600 1000 m/z
MS spectrum MS/MS spectrum

-/ Jen.wikipedia.org/wiki/Protein_mass_spectrometry#mediaviewer/File:Mass_spectrometry_protocol.png




Peptidové sekvenovani
(Peptide de novo sequencing)

» K fragmentaci dochazi v misté peptidové vazhy Q| |Re O R4
»  Pri fragmentaci s nizkou kolizni energii: HZNYJL\ JJ\
=> fragmenty (@), b, y

OH

+ -

S-P-AFD-SIMAETLK MH =1410.6 | mzessz i icnns ongswin
b-ions* y-ions*
88.1 s e PAFDSIMAETLK 1323.6
185.2 sP AFDSIMAETLK 1226.4
256.3 SPA FDSIMAETLK 1155.4
403.5 SPAF DSIMAETLK 1008.2
518.5 SPAFD SIMAETLK 893.1
605.6 SPAFDS —  IMAETLK 806.0
718.8 SPAFDSI MAETLK 692.3
850.0 SPAFDSIM ~  AETLK 561.7
921.1 SPAFDSIMA ETLK 490.6
1050.2 SPAFDSIMAE TLK 361.5
1151.3 SPAFDSIMAET - LK 260.4
1264.4 SPAFDSIMAETL K 147.2

http://www.uhkt.cz/files /proteomika/Hmotnostni_spektrometrie_1.pdf
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Peptide_fragmentation.gif




Peptidové sekvenovani
(Peptide de novo sequencing)

» Vyhledavaci programy patabaze sekvenci
> MS/MS MASCOT
> SeQuest
- MS/MS SONAR
- PepFrag...

» Peptidové sekvenovani
- Spolehlivéjsi a specifictéjsi identifikace nez PMF
- Staci mensi pocet peptidl / pokryti sekvence => |ze
identifikovat i malo abundantni proteiny
- GAFD <> DFAG (x PMF)

- Funguje |épe pro méne charakterizované / sekvenované
genomy

- Nakladnéjsi
i3Si throughput




2D-DIGE: 2D-fluorescence
difference gel electrophoresis

(a)

Sample 1 - condition1  Sample 2 - condition 2 ) Extrahované, ptoteiny 7 kqntrglnfho a
experimentalniho vzorku jsou
protein extraction protein extraction ozn aée ny pomOCI' rﬁ Zn],[Ch

ﬂ b fluorescencnich znacek

Uorascence i e . v v v
CyDye labeling o - (nejcasteji CyDye, napr. Cy3 a Cy5)
W » Interni standard - smes kontroly a
2 = SR exp. vzorku 1:1 (obvykle oznacena

et £ e pomoci Cy2)

5 b » Smichani Cy3, Cy5 a Cy2 znacenych

proteinu => jejich dalSi Uprava a
separace pomoci 2D-PAGE probiha
na stejném gelu

- e
"

n— » Fluorescencni znaCeni umoznuje
reisisusg 8 =|[10 | o, o nasnimat z téhoz gelu oddelene
magng sotwarE L - proteiny z kontrolni a experimentalni

O i varianty (+ interni standard pro
normalizaci)
l => Odbourani rozdill spojenych s

MS identifikace variabilitou mezi gely

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2001252/



Vyuziti LC-MS/MS v proteomice

Chromatograficka separace nastépenych
peptidu v kombinaci s MS nebo MS/MS

=Umoznuje analyzovat komplexné;si ® © @ %. — \%3_?!34"3(’:
vzorky U © _"@ g | ‘/z}?ﬁ; Pk
= AZ tisice proteint v jednom vzorku 9® "“*—3 & pe ’G -
cells or tissue protein mixture 1DE digestion into peptides
=Neni nezbytné pred MS-identifikaci oo it
rozdélit jednotlivé proteiny a urdit ty, peptide ____ :‘ Nt e
které chceme analyzovat (jako v 2D- miure M 2€2%2°"  ionpeptide
PAGE) - mozZno $tépit proteiny pfimo v “apiide separision” e,m‘mlp‘,a;
rOZtOkU ionisation
neutral gas

= Priklady postupu: | LI ) * oee L, siona
*1D-PAGE-LC: Extrakce & 1D-PAGE & jon-peptide product ons
Stépeni v gelu & LC-MS/MS e e anayser . fragmentation by colision mass analyser

A l A peptide sequence
«2D-LC: Extrakce & Stépeni v roztoku & P S
S D-LC-MS/MS (separace peptidd na P i 100 v SRR,
dvou typech stacionarni faze, napft. silny |¢ g
katex v kombinaci s reverzni fazi, SCX- g g ’ y
RP) => tzv. MudPIT (multidimensional s % b y
arotein identification technology) - 1 3 1 4’ .

400 800 1200 m/z 20::) 60'0 10(;0 mr'-Z-

:/ /en.wikipediaiorg/wiki/Protein_mass_spectrometry#mediaviewer/File:Mass_spectrometry_protocol.png




Vyuziti LC-MS/MS v proteomice

Bl .

iﬁj/@ Peptide 2 3 Peptide 1 Sequence
.--\.\_\.llli.d.__-.\l\:I F L.-' ‘E_"

Peptide 1 ﬁ; - mfz - Peptide 2 Sequence
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3

Retention time

Overview of proteomic analysis by MS/MS. Sample proteins are extracted and digested into peptides (A). The
sample complexity may then be reduced prior to chemical separation by LC (B). Fractions (indicated by dotted
arrow) are then analyzed by MS (C), during which the peptides are ionized and their mass-to-charge ratio (177/z2)
measured to yield a precursor ion spectrum. Selected ions are then fragmented by collision-induced dissociation
(CID) and the individual fragment ions measured by MS (D). The fragment ion spectra are then assigned peptide

sequences based on database comparison and protein sequences are predicted (E).

\ M http://www.piercenet.com/method/quantitative-proteomics#discover_vs_targeted_proteomics




Velké mnozstvi proteinl ve vzorku
=> jen cast bude identifikovana
=> jen cast bude kvantifikovana

Proteins
Identified

Mumber of Proteins

Protein Concentration

V zavislosti na typu aplikace je redukce komplexity vzorku nebo
obohaceni zajmovych proteinu zadouci:

- organelové proteiny

— fosfoproteiny

— |EF frakce

- frakce dle MW (vyseky z 1D-PAGE gelu)

— imunokoprecipitace

http://www.piercenet.com/method/quantitative-proteomics#discover_vs_targeted_proteomics



Kvantitativni proteomika

« Relativni - srovnani s kontrolou
» Label-free aplikace

Tissues/Cells Proteins Peptides LC-MS or Data Analysis
LC-MS/MS
R | N
Label-free s
(Quantitation I:?.I

Intansity

S — e

- Individualni priprava a analyza kontrolnich a experimentalnich vzorku

- Vliv variability v Gpravé a pripravé vzorku (izolace subcelularnich frakci
proteinu, pri purifikaci, obohacovani, elektroforéze, Stépeni protedzami) a
predevsim mezi jednotlivymi LC-MS/MS analyzami => rozdily mezi vzorky
=> snaha minimalizovat tyto vlivy pomoci izotopového znaceni

m/2

http://www.piercenet.com/method/quantitative-proteomics#discover_vs_targeted_proteomics



Kvantitativni proteomika

 |lzotopové znaceni
» stabilnimi izotopy - neradioaktivni!: 13C4 >N, 180
* rozdilné Kontrola vs. Experimentalni vzorek

« smichani kontrolnich a experimentalnich vzorku / proteinu /
peptidu pred MS analyzou

* rozdilné znacené proteiny / peptidy ze srovnhavanych vzorku maji
stejné chemické a fyzikalné-chemicke vlastnosti =>

procesni a analytické postupy ovlivauji stejné kontrolni i
experimentalni proteiny / peptidy

- rozdily ve kvantité kontrolnich a experimentalnich peptidu
budou detekovany az pomoci MS resp. MS/MS

http://www.piercenet.com/method/quantitative-proteomics#discover_vs_targeted_proteomics



Tissues/Cells Proteins Pepudes LC-MS or Data Analysis

LC-MS/MS
: 0 s = E’ - |
Metabolic | (LERS P g TR H IRE:
Labeling I - S ﬁ% —— N — = ’ir- i
‘ =1 (il
1
Isotopic §
Tags L;
f-—.
-y
Isobaric §
Tags —;
i;

mfz

http://www.piercenet.com/method/quantitative-proteomics#discover_vs_targeted_proteomics



SILAC - Stable isotope labeling by
amino acids in cell culture

Arg-0 Arg-6 T NH;
"light" "heavy" HoN No o
Nag” i N SON
T 3¢ Sscom e Hal
NH
%‘ @ g‘ ®
= = Ve
E‘ E 6 Da
m/z

*Esencialni aminokyselina (napf. 13C-Arg)
dodavana v kultivacnim médiu ve formé

,t8zkého" izotopu
 Postupné zabudovana do vsSech
bunécnych proteinu

« VSechny peptidy obsahujici -R budou mit
m/z vétsi o 6Da




|zotopické znaceni

*Trypsin
sInkroporuje H20 na C-konec peptidu
Stépeni vzorku v pFfitomnosti znacené H2'80 => oznaceni peptidu
« GIST - Acylace aminoskupin nastépenych peptidii 2H-znacenym N-acetoxysukcimidem
» Dimethylace formaldehydem v pritomnosti 2H20 => deuterované metylskupiny
« ICAT - isotope-coded affinity tag
« deuterovany (d8) iodoacetyl

A,
0
lodoacetyl
[sulfhydryl-reactive group) HN NH
1
H H
|/\THW0 %UWDWN 5
0
| Il |
Linker region {heavy or light} Biotin
B.
o e
Sample 1 1 ICAT
Peptides flight] ICAT-tagged - =

peptude

purification @ ! E l_
Sample 2 __ICAT
Peptides theawl

http://www.piercenet.com/method/quantitative-proteomics#discover_vs_targeted_proteomics
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|lzobaricke znaceni

* na peptidy po Stépeni je navazana znacka o stejné hmoté => nedochazi k ovlivnéni LC
separace, ionizace

*Tandem Mass Tags - TMT - systém kombinujici tzv. Mass Tag a Mass Normalizer

« Mass Tag - unikatni kombinace '3C and >N zarucuje unikatni hmotnost pro dany
Tag

« Mass Normalizer - komplementarni kombinace izotopu '3C and 5N vyvazuje
hmotnost Mass Normalizeru viuci Mass Tag tak, aby soucet jejich hmotnosti byl
stejny napfi¢ riznymi TMT => peptidy z riznych vzorkt lze oznacit raznymi TMT a
pak zkombinovat a analyzovat v jednom LC-MS/MS béhu

cio MHS
nleavaga site {amine- reachva gmnpl

i b

Mass Tag Mass Hurmalqur

» k odstépeni Mass Normalizeru dochazi az béhem CID (kolizi indukovana disociace)
v MS/MS

MQ.- obdobny princip, znaCeni pomoci Reporter/Balance Peptide




iTRAQ - Isobaric tag for relative
and absolute quantitation
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\ http://bgiamericas.com/service-solutions/services/proteomics/quantitative-proteomics/itraq/



Kvantitativni proteomika

» Absolutni

» Pouziti znamych koncentraci syntetickych
tézkych izotopologu cilovych peptidu =>

oridavek do vzorku

» Po LC-MS analyze umozni vypocet absolutni
concentrace cilového peptidu

Tissues/Cells Proteins Peptides LC-MS or Data Analysis
LC-MS/MS

Spiked %_%gﬂ ﬂ-% & g ; wncf-r/“l‘
L) — el

L‘\I
\2

http://www.piercenet.com/method/quantitative-proteomics#discover_vs_targeted_proteomics



Prehled strategii v proteomice

Organism
v
Compartment
v

Protein extract:

Complex mixture of protein species |
|

2 1 3
. v 4
digestion 2-DE n-D-LC
-]
= ' ! ! -8
g extremely complex protein species protein species A
2 mixture of peptides o
L 4

o £
= LC digestion :
o I } g
) complex mixture mixture of peptides 2
£ of peptides /\ 5
e v o
° LC-MS/MS MS/MS MS MS + MS/MS =

= ! = J }
peptide aa sequences peptide aa sequences PMF protein aa sequence + PTMs

+ PTM i
db analysis db analysis db analysis
v v b v
Identity of the Identity of the Identity of the
protein-coding gene protein species protein species

Top-down: ionizace intaktnich proteint nebo velkych fragmentl (<50 kDa) a
separace pomoci n-dimenzionalni kapalinové chromatografie (LC)
Bottom-up: Stépeni proteint na peptidy a jejich LC pripadné 2D-LC separace




