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#proteomics far better than
#tgenomics for info on
current state of a cell, tissue,
organ, organism or disease ..
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PROTEOMIKA
-omika / -omics

Cilem omiky je kolektivni charakterizace a
kvantifikace soubort biologickych molekul,

které se promitaji do struktury, funkce a
dynamiky organismu nebo organismda.
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Proteomika v odborné literature
1995 — pojem PROTEOM k pojmu GENOM z anglického ,PROTEin equivalent of a genOM*

Od 220 publikaci v minulém miléniu (‘94-'99)
pres 34,560 publikaci v prvnim desetileti nového milénia
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Hassin, O., Oren, M. Drugging p53 in cancer: one protein, many targets. Nat Rev Drug

Discov 22, 127-144 (2023). https://doi.org/10.1038/s41573-022-00571-8

fDrugging P53 in cancer: one protein,
p53+ Many targets

Ori Hassin@® and Moshe Oren®

Abstract | Mutations in the TP53 tumour suppressor gene are very frequent in cancer, and
attempts to restore the functionality of p53 in tumours as a therapeutic strategy began decades

ago. However, very few of these drug development programmes have reached late-stage clinical
trials, and no p53-based therapeutics have been approved in the USA or Europe so far. This is dIII
-IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|I|I|I|I|III O
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Pristupy k proteomickému studiu

Klasicka gelova proteomika je starSim pfistupem zalozenym na separaci proteint
jedno- a dvojrozmérnou elektroforézou na gelu a jejich identifikaci pomoci
hmotnostni spektrometrie (MS)

Shotgun proteomika je obecny postup pro identifikace bilkovin, kdy je
neseparovana smeés bilkovin nejprve enzymové rozstépena nejCastéji trypsinem
na smés peptidd, které jsou ndsledné separovany vhodnou metodou (nejéastéji
LC) a dale identifikovany a kvantifikovany tandemovou MS

Cilena proteomika je zamérenda na kvantifikaci vybranych proteind v
komplexnich vzorcich pomoci cilenych metod MS

Proteomika zaloZena na arrayich vyuziva zejména imunochemické pristupy ke
kvantifikaci vybranych proteind

Funkcni proteomika se zabyva nejen funkci bilkovin, ale zejména studiem
komplexnich biologickych procesu, jejichz pochopeni ma zdsadni vyznam pro
studium vyvoje organismu ¢i mechanismu a lécby nemoci.




Pristupy k proteomickému studiu

Dle zpusobu provedeni:

High-throughput proteomika je zamérena na rychlé ziskavani udajd o
pritomnosti bilkovin, coz je dllezité zejména pro screeningové ucely ve
zdravotnictvi, zemédélstvi, kontrole potravin atd.

High-coverage proteomika se zabyva ziskavanim udaji o sekvenci
aminokyselin véetné post-translacnich modifikaci bilkovin s cilem co
nejvyssiho pokryti primarni struktury (tj. stanovenim poradi co nejvyssiho
poctu aminokyselinovych zbytk( v bilkoviné), cozZ je dllezité pfi studiu role
bilkovin v Zivotnich procesech.




Obecné schéma klasického proteomického experimentu

- predevsim v ramci vyzkumu

Separace smési bilkovin dvojrozmérna elektroforéza, pfipadné kapalinova chromatografie (LC), a jejich kombinace

~N

Vybér proteinu pro identifikaci

N

Chemické ¢i enzymatické

stépeni  (nejc.  trypsin) Stépeni vybranych protein( a &isténi peptidd
spotl nebo LC frakci,

cisténi
\ MS peptidl pfipadné jejich fragmentd

Ziskani hmotnostnich spekter

N

Porovnani hmotnostni sady peptid(i s Gdaji dostupnymi v databazich. | LelslgidiiliEle=r eideni=ila|¥




Separace proteinti pomoci dvojrozmérné (2D) gelové elektroforézy

Izoelektricka fokusace SDS-PAGE -
L1l Il 1 | | |
> Y VY v v
pl o o
Detekce proteinu v gelu: MW o ‘
= l O e
PROTEIN MAP
Coomasie Blue Stiibfeni
(0.1-0.5ug) (2-10 ng)
1. IZOELEKTRICKA FOKUSACE Rnnscenns 2. SDS-PAGE

* rozdéleni sloZitych smési proteinl v el. poli na zakladé

jejich isoelektrickych bodi (pl)

* je pritomen pH gradient — témér vyhradni pouziti °

komerénich  prouzk
gradientem

gelu

S

imobilizovanym  pH

* pohodInéjsi, Ize navic aplikovat vétsi objemy vzork(

a mnozstvi proteind oproti manudlni pripravé pH
gradientu (5 mg vs. 100 ug)

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v
dodecylsiranu sodného

SDS v gelu doddava proteinim specificky uniformni naboj (-)
separace pod el. proudem pouze na zdakladé relativnich
molekulovych hmotnosti tzn. = velikosti

vétsi molekuly prekonavaji vétsi odpor, putuji pomaleji

pritomnosti

. NASLEDNE KROKY

vizualizace / vyfiznuti z gelu a MS / western blotting



Separace proteinli pomoci dvojrozmérné (2D) gelové elektroforézy

télni tekutina
Lbunécna suspenze

S—

6 M urea
vzorek

2M thiourea

— promyti biologického vzorku v pufru s nevelkou iontovou silou
— dezintegrace a homogenizace v denatura¢nim lyza¢nim pufru
(obvykle na bazi mocoviny a detergentu bez pritomnosti SDS!!)

100 mM DTT/ 5mM TCEP

/

inhibitory fosfataz ~~  inhibitory proteaz

s

Mocovina, thiomocovina —

chaotropni Cinidlo, zvySeni rozpustnosti,
denaturace bilkovin

Redukcni cinidlo (Dithiothreitol, DTT - Cleland's
reagent) —

redukce disulfidickych mustk

* stézejnije PRIPRAVA VZORKU

* zdasadni vliv na obraz proteinové mapy

* snaha o solubilizaci a desagregaci co nejvyssiho poctu protein(
vhodné pridat krok enzymatického odstranéni zbytkd RNA a DNA



Separace proteini pomoci dvojrozmérné (2D) gelové elektroforézy
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Hmotnostni spektrometrie

* Spektrometrické metody - zaloZzené na interakci hmoty a zareni
* Hmotnostni spektrometrie = zaloZena na interakci iontd a poli (magnetického a elektrického)

P mmmm e m i m o m e mmmm e
E IONIZACE DETEHCE
Separace latek podle rozdild hmotnosti (m) a ) )
, . veys .y s ey, ' fontovy » hmotnostni =1  deteklor
naboje (z) s vyuzitim elektrického / magnetického : zdroj analyzator
. ' A
pole e e
i
V hmotnostnim spektrometru - elektromagnety U i, ! =
: pumpa : signalu
v T v . p Y05 1078 1or
Uréovanou fyzikaIni veli¢inou je podil hmoty a G . |
naboje (m/z), pfi znalosti naboje umoznuje urcit @
molekulovou hmotnost, tzn. co to je zac. |_Ii_|||_.||._||

hmotnostni

Schéma hmotnostniho spektrometru  spekum

Vysledné hmotnostni spektrum -  grafické https//theses.cz/id/ffoxa1/7730580

zndzornéni intenzity fragmentu na hodnoté m/z

Potfeba vysuSeni a ionizace analyzovanych KROKY MS
molekul - mékké ioniza¢ni techniky (ESI, MALDI) 1. IONIZACE
- méreni makromolekularnich latek (proteiny, 2. ANALYZA/SEPARACE IONTU

lipidové komplexy, polysacharidy) 3. DETEKCE IONTU



Hmotnostni spektrometrie - IONIZACE

KAPALNE VZORKY

Elektrosprej (ESI)

* jedna z nejvyznamnéjsich a nejvyuzivanéjsich
metod ionizace z posledniho vyvoje MS

* mékka ioniza¢ni technika - nezplsobuje
fragmentaci analytu

Princip

vodiva kapilara (vstup do MS) (-) a elektroda (+) (mUGze
byt i opacné) jsou spojeny el. obvodem

(+) ionty z roztoku jsou pfitahovany (-) sténou kapilary
- tvofi se nabita kapka - uvnitf kapky ionty (-)
odpuzovany sténou kapilary (-) a pfritahovany
elektrodou (+) = kapky tryskaji z kapilary

v uréitém momenté vyrovnani sil povrch. napéti kapky

molekula analytu

"

apilara (tryska) (-)

r

nabita kapka
e ,materska“”
TaylorGv

kuzel

vyparovani
rozpoustédla

+ -
—)'*' +
+ +
N

teplota
+1+

T

I

nabita kapka pfi
Rayleigho limitu

coulombicka

ionty analytu bez

a odpudivé sily naboji (Rayleigho limit)
rozpoustédla \

exploze

+
l +(®)+ \L I
T + +
1@+ —° elektroda (+)
o F K
@

-

nabita kapky
,dcerinég”

+ve

zdroj napéti

—-ve

/




Hmotnostni spektrometrie - IONIZACE Erincie o o
* po naneseni je terCik prenesen do MS, zdroj energie

PEVNE VZORKY pro ionizace je UV laser (nej¢. dusikaty laser, 337 nm)

MALDI » kratky pulz laseru (3 ns) - fotony dopadnou na vzorek:

* Matrix Assisted Laser Desorption lonization * dochdzi k 1. castecné pfemeéné na tepelnou energii -
¢asteéné odpareni vzorku i matrice

* desorpce a ionizace laserem za asistence 2. .JeJ'Ch castecne absor'?c.' r.mleku'am' matrice >
excitace - zprostfedkovana ionizace molekul analytu

matrice
\’age'( _ ' * na terciku je smés vzorku + matrice
* matrice je nizkomolekularni a je ji

relativné vice nez vysokomolekularniho

Mixing sample matrix

vzorku

2

3 a . @ * vznik smési iontd = plsobeni el. pole
& mezi vodivym terCikem a vstupem do
- s . .

g © P ¢ analyzgtoru - ionty vstupuji do

@ Molecular ions analyzatoru
lonization © €
@ © ® ©
© ® ©

Yy Desorption




Hmotnostni spektrometrie_ - ANALYZA

NEJJEDNODUSSI ANALYZATOR

Reflektron

Pruletovy analyzator (TOF) -«

i s

s

lm

* Time-Of-Flight i %t)z

G

* stanoveni m/z na zdkladé doby letu iontu

* funguje pulzné, vhodny pro pulzni ionizacni
techniky jako je MALDI - MALDI-TOF

* technika se dlouho nepouzivala, dnes ale k
dispozici precizni detektorv rozdilG v rychlosti

iontd | T

TOF analyzator — schéma

1VS

R

Princip
letova trubice s vakuem, bez pole, ionty pred vstupem
urychleny - E, = 1/2mv? - vSem iontdm je dana
stejna E,, lisSi se v hmotnosti (m) a rychlosti (v) - v je

zaznamenavana detektorem, m iontu je odvozena

dva moduly:

Um I https://is.muni.cz/th/u48uj/02-DP.pdf
———
——
L\

[

iontovy zdroj
detektor

reflektron

1. ionty leti primo a dopadaji na detektor
2. pouziti REFLEKTRONU

ionty jsou na konci letové trubice
odrazeny elektrostatickym odrazecem
(reflektronem)

leti zpét, dopadaji na sekundarni
detektor, ¢imz se prodlouzi draha letu -

- FOKUSACNI EFEKT

M rozliSeni - nevyhodou je prodlouzeni
letové trubice, nejdelSi maji az 3 m

to souvisi také s problémy s vakuem -
¢im vétsi prostor k evakuaci, tim vétsi
naroky na vakuova cCerpadla



Hmotnostni spektrometrie - ANALYZA

NEJJEDNODUSSI ANALYZATOR
Pruletovy analyzator (TOF)

- E,av;5E,av,
! — © . .
Beam steering optics ( Reflectron
Mass spectrum
| i= .
£ -
Beam steering optics ( Reflectron

Mass spectrum

Linear
. detector

- Linear
_ detector



Hmotnostni spektrometrie - ANALYZA

DALSi ANALYZATORY
Kvadrupol

laditelny filtr — v daném okamziku propousti pouze ionty o
uréitém m/z

nejpouzivanéjsi

2 a 2 vodivé tyce (asi 25 cm), vodivé spojené, vlozeno
stfidavé napéti + superponace stejnosmérné slozky - jejich
pomér stale stejny

princip: iont vleti mezi 4 tyce, je jednou z nich pritahovan -
leti k ni - nez tam doleti ty¢ prepne polaritu - takto
pokracuje celou dobu = vznika Sroubovicova trajektorie

Detector

Rezonujici iont

Zdroj
iontu I I Stfidavy a stejnosmérny zdroj
| proudu

+(RF+DC) - (RF+DC)

X
0

=
O
(=]
+
'8
14

1 MHz
Stabilita iontu v tomto poli zavisi na poméru m/z

Time (t)




Hmotnostni spektrometrie - ANALYZA

DALSi ANALYZATORY

lontova past (IT) 3D quadrupole ion trap

Filament

kryci elektrody + prstencova (stfredova) elektroda
princip: vklada se stfidavé radiofrekvencéni napéti na
prstencové elektrodé v zakladnim mddu

diky nému prstencova elektroda stridavé pritahuje a .
odpuzuje ionty - ty obihaji osmickovou trajektorii, Electrode

soustfedovany ve stredu IT, klesa jim E,
Electron
Multiplier

posléze jsou z IT vypuzeny - dopad na detektor -
generuji signal
- - ionty jsou kratkym napétovym pulzem pfivedeny do
otvor pro > pasti vstupnim otvorem koncove elektrody
vship - vhodnymi pomé&ry napéti vioZeného na kruhovou a

vstupni
elektroda e ™*

stredova __, elektronti

elektroda © dvé koncove elektrody jsou ionty zadrzeny uvnitf
otvory pro ti
anik iontd do pas § L L
vystupni _~ detektoru - postupnou zménou napéti jsou podle jejich m/z
elektroda e \ —— vypuzovany na detektor vystupnim otvorem



Peptidové mapovani (Peptide Mass Fingerprinting - PMF)

* Srovnani MS peptidového spektra s informacemi v databazich (AMK sekvence - teoretické stépy)

MALDI-TOF
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RUTINNI VYUZITi MALDI-TOF:
Oddéleni klinické mikrobiologie
Analyza smési peptid( uvolnénych z
bakteridlnich povrchovych struktur,

svym slozenim specifickou pro
danou bakterii.

MALDI-TOF analyzuje spektrum
peptid( a software je srovna s
databazi spekter bakterii.

Spektra tvofi jednotlivé vrcholy,
které velikosti a intenzitou
odpovidaji detekovanym proteinlim
unikatnim pro danou bakterii.

Rod i druh bakterie identifikujeme s
procentudlnim vyjadrenim miry

shody spektra s databazi.

Rychlé a jednoduché provedeni.




Tandemova hmotnostni spektrometrie sekvenovani peptidovych fragmentu

Sample Preparation g . _ ) Cut spots
—-. -~ —.-
Gel Electrophoresis x ﬁ

" tryptic digestion
cleaves protein at
R and K residues

MS/MS analysis
|peptides are fragmented

M5 Analysis

l

Peptide Mass Fingerprinting
{PMF) spectrum

MS/MS Peptide Sequencing Spectra

- vybrany ion podrobime excitaci
(nejCastéji srazkam s inertnim
plynem - tzv. kolizni plyn), &imz
muze dojit k rozpadu tohoto iontu
na fragmentove ionty, jejichZ
hmotnostni spektrum zmé&fime

- MS/MS spektrum bude obsahovat
pouze fragmentove ionty vznikle
rozpadem vybraného prekurzoru a
zadné necistoty

+ citlivost
- nakladnost



Tandemova hmotnostni spektrometrie sekvenovani peptidovych fragmentt

Collision

Photon
% ES' % Surface
MALDI
Post Source Decay (PSD) ’*m mm @
MS2

PFi vysSsi energii laseru -

fragmentace peptidu
LASER Precursor Product

(kolize mezi ionty analytu) ion ion

Peptide fragment

Sequencing- metoda 100 DETECTOR REFLECTOR
F3

pro sekvenovani
peptid{

F2
P

F1
PSD SPECTRUM

relative intensity [%]
S &8 8

l .ILA.J |

200 400 600 mz




Jiné klinické aplikace detekce proteinti / glykoproteint

Turbidimetrie / Imunoturbidimetrie

Nefelometrie / Imunonefelometrie
Stanoveni imunoglobulin(i G, M a A v séru

a plasmé, stanoveni C-reaktivniho proteinu
Princip: Méreni zakalu vytvoreného
interakci meéreného analytu se
specifickou protilatkou - tvorba

imunokomplex( - zakal

nefelometrie

turbidimetrie
VZorek d

QOO == OO O =
L

2

Flow cytometrie

Diferencialni diagnostika leukemii a lymfomd,

nepostradatelnd pro transplantaéni program

perifernich kmenovych bunék a kostni dfené
sledovanych  bunék

Princip:  Antigeny

oznaceny monoklonalnimi  protilatkami
konjugovanymi s rGznymi fluorochromy,
jenz jsou excitovany laserem a jejichz
emisni signdly jsou snimany a nasledné

digitalné zpracovany

* Pritokova
cela

%

Laser

ELISA

Diagnostika plvodcli onemocnéni,
detekce protilatek

Princip: ZaloZeno na vysoce
specifické vazbé protilatka-antigen

8 Substrat NP
O O~ :.
enzym

druha protilatka

prvni protilatka

Intenzita
fluorescence

O substrat
5. C

Bunécna .produk'l
komplexita C O o ®
Velikost bl L

druha protilatka




Monoklonalni gamapatie u plazmocelularniho

(mnohocetného) myelomu

stanoveni paraproteinu (monoklonalniho imunoglobulinu) v
krvi — elektroforéza plazmatickych bilkovin, koncentrace
paraproteinu v séru je obvykle > 30 g/I,

stanoveni volnych fetézcli (FLC) — nejcitlivéjsi metoda, odhali i
nesekretoricky myelom, kdy stanoveni paraproteinu by vyslo
negativné, normalni pomér lehkych fetézci kappa:lambda je
2:1, v pfipadé myelomu je to naptiklad 350:1

stanoveni Bence Jonesovy bilkoviny v moci

Princip elektroforézy: Vyuziva odliSnou pohyblivost ve
stejnosmérném elektrickém poli. Na principu rozdilnych
elektroforetickych mobilit se pfi ni déli nabité molekuly
(ionty).

ﬂ normalni elfo plazmatickych bilkovin

Albumin a1 (1_2 B ¥

e

N\ elfo pfi monoklonalni gamapatii

we
-4



Jiné klinické aplikace detekce proteinti / glykoproteint

Imunohistochemie (IHC) v patologii
- histologicka technika barveni histologickych preprarat(, kterd

umoziuje zndzornit pfitomnost v idedlnim pfipadé jedné
konkrétni latky pomoci specifickych protilatek

Napriklad:

- stanoveni pfitomnosti tzv. proliferacniho antigenu Ki67 exprese
receptoru HER-2 u karcinomu prsu (proliferacni aktivita)

- rutinni vySetfeni estrogenovych a progesteronovych receptort v
nadorech prsu, kde pfitomnost ma vyznam nejen pro posouzeni
biologického chovani, ale i vyznam pro volbu terapie

- rozliseni jednotlivych typl Ilymfom(, pfitomnost nékterych
povrchovych antigend muze byt definujici

Princip: Obvykle tzv. nepfimé imunochemické barveni, pri
kterém se v prvnim kroku na tkdriovy fez navazi protildtky

proti konkrétnim strukturdm a ve druhém kroku se pouZiji

protildtky se znackou (napr. s enzymem peroxiddzou), které
se vdzi na protildtky z prvniho kroku

Exprese proteinu Her-2 detekovana pomoci IHC
A — negativni; B — exprese Her-2 +1; C —exprese Her-2 +2; D — exprese Her-2 +3
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Jiang et al. (2014)



ProteinChips and SELDI (Surface Enhanced Laser Desorption/lonization)

P4 CIPHERGEN'
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ProteinChips and SELDI (Surface Enhanced Laser Desorption/lonization)

Proteinové profily ziskané metodou SELDI umoznuji rozdélit
pacientky s karcinomem prsu do skupin analogicky jako u DNA cipu

. w W mE e Vik > 80
[ Vék <45

s Veliout nadoru < 20 mm
Velikost nadory = 30 mm

sesmsms  Lobuldmi ridor
. Jaderny grade
ER poaitivni
ER negatini
Hes-2 amplifikace
“Triple-negathni®

' am wan Amn MUCT sind pozitivii

Cytokeratin 56
nebo 14 pozithenl

Brozkova et al., 2008



Proteinové Arrays

Protilatkové microarrays : kvantitativni array vazba proteinu na imobilizovanou protilatku - detekce
sendvi¢ovou metodou (fluorescenéné znacena protilatka)

Reverzni array : spotované lyzaty probované vidy jednou protilatkou

Funk¢ni array — spotované purifikované proteiny probované fluorescencéné znacenou latkou (protein,
DNA, jiné biologicky aktivni molekuly)
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Functional array Quantitative array Reverse-phase array :

Incubation with Incubation with Incubation with

fluorescently labeled protein proteins and detection antibody

or small molecule detection antibodies
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Functional array Quantitative array Reverse-phase array




Tkanové Arrays (Tissue MicroArrays — TMA)

TMA construction TMA sectioning

Analysis



Dékuji za pozornost.



