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PROTEOMIKA
2024

» Separacni metody, digesce a principy ID bilkovin pomoci MS (Petrak 14/10)
* Principy hmotnostni spektrometrie, instrumentace (Man 4/11)

* Hmotnostni spektrometrie v proteomice, analyza PTM (Man 11/11)

* ID proteint, DDA, DIA, databaze, FDR (Talacko 18/11)

» Kvantifikace, isotopy, LFQ, cilena proteomika (Harant 25/11)

* Design experimentu, zpracovani dat, bioinformatika...(Harant 2/12)

* Proteomika membranovych proteint, proteinové komplexy (Petrak 9/12)

* Klinicka proteomika, specialni metody (Petrak 16/12)



ZNACENI A ZAKOTVOVANI
PROTEINU

Reaktivni skupiny bilkovin

sulthydryl (—SH)
primarni amin (-NH2)
karboxyl (-COOH)
karbonyl sacharidu (—CHO)




hydrazid

NH,

|
CH o HN -7
C
Protein 1 )/

Nilott Biocytin Hydrazide
Oxidize :
!

Glyco- \N/J\/\
Protein
Labeled Glycoprotein

Biotin Hydrazide bind to oxidized carbohydrates through the
hydrazide group (—NH-NH,), forming a hydrazone linkage.
Oxidation of glycoproteins generates reactive aldehydes that react
specifically with hydrazide groups.

carbohydrate
groups with Giyc?'
periodate Protein

(jodistan sodny) \




LC-MS \

2-DE ,shotgun*




SEPARACNI METODY

* CHROMATOGRAFIE
Gelova filtrace, SEC
lontomeniCova chromatografie
Afinitni chromatografie
Chromatografie v reverzni (obracené) fazi
HILIC (chromatografie hydrofilnich interakci)

« ELEKTROFOREZY



Liquid Chromatography (LC)

Sample containing
proteins or peptides

Separation according to:
-molecular weight/ size
-charge

-hydrophobicity

-affinity

*Vzorek se rozdéluje mezi mobilni a stacionarni (pevnou) fazi




KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (LC)

* Atmosféricka Klesa : objem vzorku, prutok

*Nizkotlaka (FPLC, MPLC) a prumér kolony
*Vysokotlaka (HPLC) Roste: rychlost separace

* kroslinkovany dextran (Sephadex)
* kroslinkovana celuloza (Sephacel)
* kroslinkovana agarosa (Sepharose)
e polyakrylamid (Sepahacryl)

e silica - kyselina ortokiemicita

e polystyren a jiné synt. polymery



METODY Chromatografick¢ SEPRACE BIOMOLEKUL

VELIKOST Gelova filtrace
- (Size-exclusion chromatography)

AKTUALNI NABOJ - Iontoménicova chromatografie

(Ion exchange chromatography)
SPECIFICKE =) Afinitni chromatografie
INTERAKCE (Affinity chromatography)
HYDROFOBICITA ) Chromatografie v reverzni fazi

(Reverse phase chromatography)
HYDROFILNOST ) Chromatografie hydrofilnich interakci

(Hydrophilic interaction LC)



GELOVA FILTRACE

SIZE-EXCLUSION CHROMATOGRAPHY
GEL-PERMEATION CHROMATOGRAPHY

Small protein

void
valume Vo
or Foleme 1

{volume 3)

e Large protein
an aE INveRR T ®
Porous { ] L |
polvier heads |"}75:§__ A1 l “ .-

hll S [“

Imternal Volume Yi
(volume 2}

Castice se v porézni matrix rozdé€luji na zakladée velikosti

Protein muistore is added

to coluron eon tfl:u'r;i g Lze prOVédét Za natiVIliCh pOdminek !
sross-linksd polymer, i v , v
Separacni rozmezi az do 1000-2 000 000 Da

Protein molecules separate — ™
by sime, largen o ler les
pass more freely, appearing
in the earlier fractions.

Vhodna pro proteiny a proteinoveé komplexy



ION EXCHANGE CHROMATOGRAPHY
IONTOMENICOVA CHROMATOGRAFIE

 DéEli na zaklad¢ aktualniho celkoveho naboje

Ion exchange resing Charge Properties of Ion Exchangers

0

'(?HS chﬂ—c‘?'
—CH—NH 2= °

Q 24 T OH

CATION
exchanger exchanger

Anex je pozitivné nabity

Katex je negativné nabity

Vhodna pro proteiny 1 peptidy



Funk¢ni skupiny 1ontoménictu

Anion exchangers Functional group

Diethylaminoethyl (DEAE) -0-CH3-CHy-NTH(CH,CHs)5

(Quaternary aminoethyl (QAE) -0-CH,-CH,-N*(C;Hg)-CH,-CHOH-CH,
Quaternary ammonium (Q) -0-CH,-CHOH-CH5-0-CH,-CHOH-CH,-NF(CH5)4
Cation exchangers Functional group

Carboxymethyl (CM)

Sulphopropyl (5P) -0-CH;-CHOH-CH5-0-CH5-CH,-CH;S 047

Methyl sulphonate (S) -0-CH3-CHOH-CH5-0-CH3-CHOH-CH; 504"




ANEX KATEX

ELUCE:

ZvysSena iontova sila (sniZzeni ES interakci)
Zména pH = chromatofokusace




AFINITNI CHROMATOGRAFIE

Interakce proteinu/peptidu s

Protein of
interast

jeho specifickym ligandem
metabolit, kov, DNA,
protilatka.....

L e jontova sila
s = e denaturacni ¢inidlo

through
column.

Vhodna pro proteiny 1 peptidy




AFINITNI MATRIX

Aktivované matrice:

NHS Sepharose...... 1ze vazat za aminoskupinu (succinimid)
CNBr Sepharose.....1ze vazat za aminoskupinu

EAH Sepharose .....1ze vazat za karboxyl

Thiol sepharose...... lze vazat za SH cysteinu

Matrice s afinitou pro IgG a nékteré dalsi Ig (nekovalentni)
Protein G Sepharose

Protein A Sepharose

Protein A, G magnetic beads

Matrice s afinitou pro glykoproteiny (nekovalentni)
ConA Sepharose

Velké ligandy (DNA, protein) lze vazat pfimo na matrix.

Malé ligandy (nukleotid, NADP, hormon...) moZnost vazby pies inertni ,,spacer arm*.



REVERZNI FAZE (REVERSE PHASE CHROMATOGRAPHY)

D¢leni na zaklad¢ interakce s hydrofobni matrici
(na zakladé¢ odlisné hydrofobicity peptidi/proteinii)

*Matrice a ligand:
vysoce hydrofobni
alifaticke fetézce

-

hjc::l_mphujhu: e hvdrophobic proteins bind to
stationary phase statonary phase
hﬂ-—_—" I YP

[

*Vzorek je v hydrofilnim
rozpoustédle

-.V_,f"-
hydrophillic protens do not
‘ bind and wash out

*Eluce: gradientem
organického rozpoustédla

CHz-0H CHz-CHy~-CHo—0H
Methanal Propanol

0
gy e o \CH
Acetonitrile |2 |2
CHy=—CH»
Tetrahydrofuran




REVERZNI FAZE (REVERSE PHASE CHROMATOGRAPHY)

D¢leni na zakladé interakce s hydrofobni matrici
(na zakladé odlisné hydrofobicity peptidi/proteinit)

Matrice - nerozpustna, odolna organice a vysokému tlaku
— silica, polystyren...

Ligandy — hydrofobni alifaticke retézce C2-C18, nebo jiné polymery

CHsq

[
(A) —O—Si—CH;—CHs
i
CHs

CHa
I

(B) —O—Si—CHy—CHo—CHy—CHy—CHy—CH;—CHo—CHj3
I

Cils C18
CH5
ki
(C) —O—S8i—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHo—CHy—CHo—CHo—CH,
|
EHE

Kompatibilita s MS! Vhodna pro proteiny 1 peptidy




HILIC — hydrophilic interaction liquid

chromatography
(chromatografie hydrofilnich interakci)

Deli analyty na zaklade polarnich interakci

Stacionarni faze — polarni, reten¢ni €as roste s polaritou analytu
Mobilni faze — organicke rozpoustedlo, eluce zvysujici se polaritou
(podilem vody a/nebo soli)

Komplexni proces - Podili se vice typu interakci a mechanismu separace

Polarni interakce OH skuiny na
peptidu s polarni skupinou
stacionarni faze

Vhodna pro proteiny 1 peptidy




Cholesterol hydride :
Y HILIC matrice

=S80
/ /
Q Q
—0—5—0—5i|
d
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HPLC podle priutoku

Vnitini prumér

' On-line MS

kolony Prutok
mprc  20-100 pm 20-10000 nL/min
HPLC 103;11100 0.4-200 pL./min
HPLC 1'::;;’ ! 50-1000 pL/min
HPLC 4'1(:1;?1'0 1.0 -10.0 mL/min




HPLC Macrotrap




Size Exclusion
Chromatography
Principles and Methods
18102218

lon Exchange
Chromatography
Principles and Methods
11000421

Hydrophobic Interaction
and Reversed Phase
Chromatography
Principles and Methods
11001269

Affinity Chromatographi

v

Affinity Chromatography

Wol 3 Spaciic Groups of Bemakouks

@

Affinity Chromatography
Vol. 1: Antibodies
18103746

Affinity Chromatography
Vol. 2: Tagged Proteins
18114275

Affinity Chromatography
Vol. 3: Specific Groups of
Biomolecules

18102229




SEPARACNI METODY

* CHROMATOGRAFIE
Gelova filtrace, SEC
lontomeniCova chromatografie
Afinitni chromatografie
Chromatografie v reverzni (obracené) fazi
HILIC (chromatografie hydrofilnich interakci)

« ELEKTROFOREZY, 2-DE



Elektroforéza

V4 Z - naboj
n viskozita
r Stokestv polomér Castice

Specifickd mobilita  u=
6mNnr

Elektroforéza v roztoku

Elektroforéza v gelu

[zoelektricka fokusace




POLYAKRYLAMIDOVE GELY

1959 Raymond and Weintraub

Acrylamide Bis Polyacrylamide
CH,=CH + CH: CH —> — CH;— CH CHy— CH CHo= CH—
¢=O (i", O C O C O C O

I
|
CH,

|
NH NH NH

£ £

C=0 ¢-0  ¢=0
— CHy— CH—CH,~ CH— CH,— CH —

SloZeni a ptiprava gelu:

 akrylamid (monomerni) NEUROTOXIN !

* bis-akrylamid (zesitovani polymeru) NEUROTOXIN !

* APS (peroxodisiran amonny, katalyzator, produkuje voln¢ radikaly),
* TEMED (tetramethylethylendiamin, stabilizuje voln¢ radikaly)

* pufr a SDS

Celkova koncentrace akrylamidu a bis-akrylamidu uréuyje KONCENTRACI (T) gelu v procentech (2-20 %)
Pomér bis-akrylamidu a akrylamidu POROZITU (C) gelu.




percentages
acrylamide

10%

Lammli gels tris-glycine

12%

14%

16% 4-12% 8-16%  4-20%
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200

200

200
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Figure 1.2. Run speed of MW markers in SDS gels.




SDS ELEKTROFOREZA
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate — PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)

O

I
H3C_(CH2)11_O_S_O_N3+

|
O

*Bilkoviny se rozdéluji na zakladé jejich MW
«Zaporné nabité SDS tvori komplexy s bilkovinami a stini naboje proteinu (1,4g SDS :1g proteinu)
Komplex ma jednotkovy naboj na hmotnostni jednotku.

*VSechny komplexy jsou zaporné nabité a migruji k anodé




Dvojrozmerna elektroforéza, 2-DE
(proteomika 1990-2010)



High Resolution Two-Dimensional E’]ectrﬂphure&is

of Proteins™
(Received for publication, September 5, 1974 )

Patrick H. O'FarrecLi
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Colorado 80302
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DVOJROZMERNA ELEKTROFOREZA (2-DE)

Rozdéluje proteiny nejdrive podle jejich naboje a
nasledné kolmo na smér puvodni migrace dle jejich MW
pH 4 pH 7

P »
<« »

150 kDa

Jaterni homogenat,

1025 proteinovych
skvrn

10 kDa




pH gradient
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Izoelektricka fokusace - pohyb nabite Castice v gradientu pH

 Celkovy naboj proteinu (net charge) je souctem vsech jeho
negativnich i pozitivnich naboj.
* Kyselé¢ a zasadite skupiny polypeptidu jsou protonovany a deprotonovany
v zavislosti na pH prostiedi.
*Bilkovina/peptid v elektrickém poli v gradientu pH migruje do bodu ,
kde je jeji/jeho celkovy naboj rovny nule.
* pH tohoto bodu odpovida izoelektrickému bodu (pI) dané bilkoviny/peptidu.

COOH C00 =

NH-+ NH +

COOH CO0

+
T NH

pH <pl

migruje k +



TEORETICKA DISOCIACNI KRIVKA DVOU BILKOVIN

Net charge

Bilkovina v elektrickém poli v
gradientu pH migruje do bodu, kde je
jeji celkovy naboj rovnen nule.

pH pufru se vzorkem

\COO_




ZAKOTVENE PH GRADIENTY (IMMOBILIZED pH GRADIENTS - IPG)

Derivovany akrylamid s disociovatelnymi karboxy- a aminoskupinami




IPG STRIPY (IPG STRIPS)

3 mm $irok¢, 0.5 mm siln¢, dehydrované - trvanlivost , reproducibilita, plastova podloZka,
stabilita, nemigruji, neinterferuji s nimi reduk¢ni Cinidla.

Immobiline DryStrip G Buffer

. Resolution and
pH range b loading capacity
2 3 | | o | = |2
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INSTRUMENTACE IEF




pH gradient
e ey
solubilizace IEF redukce/alkylace
- /1

@% redukce




Redukce disulfidickych vazeb

Thiol-disulfidova vyména DTT s proteinem

Protei




Alkylace cysteinu iodacetamidem

iodacetamid Karbamidometyl



H gradient
<> pr gradi

C O —t—t+—t—+—+—

QDO | |
solubilizace IEF redukce/alkylace

A '

@% redukce
@D







St&peni trypsinem a
identifikace pomoci MS

—

solubilizace

—

®% redukce
@D

pH gradient

A

v

P

Vyfiznuti

vybranych skvrn —— , —
AP — | i ,,,w by
A t e
- O "_' _g’?‘i

redukce/alkylace

Vizualizace

@ ©>

Diferencni obrazova analyza



DETEKCE a VIZUALIZACE BILKOVIN V GELECH

* Citlivost

* Moznost kvantifikace
* Linearita signalu

* Dynamicky rozsah

* Kompatibilita s MS

* Cena

Fluorescen¢éni barveni

Kolorimetrické
,viditelné“ barveni A
DIGE
- CBB -
- Stiibro p TUIP
* Flamingo
* Krypton

* DIGE



DETEKCE BILKOVIN VIDITELNYMI PIGMENTY

« COOMASSIE BLUE G250/ R250

! Rizna acinnost na rizné proteiny !
Barvi: Lys, Arg, His, Tyr (Trp, Leu)

COOMASSIE BRILIANT BLUE

KOLOIDNI CBB
(CBB-G250)

KLASICKA CBB
(CBB-R250)

Citlivost 50-100 ng Citlivost 10-30 ng

Alkohol-kyselina
Odbarvovani proteinti
Spatna kvantifikace
Nizka cena

Alkohol - kyselina — siran amonny
,Steady state* (bez ztraty pi1 odbarveni)
Dobré kvantifikace




Jaterni homogenat, preparativni nanaska 2 mg, barveni koloidni Coomassie Blue
1025 spotu




DETEKCE BILKOVIN VIDITELNYMI PIGMENTY

 DETEKCE STRIBRENIM

Redukce dusi¢nanu stribrného na kovové stribro,

barvi : Lys, Arg, His, Tyr, Trp

Citlivost 0.5 ng !
nizka cena
Vicekrokovy postup (az 20)
Citlivy na presnost




FLUORESCENCNI DETEKCE

0 nm, 630 nmj * (4-8 ng/band)

SYPRO Ruby (450 nm, 610 nm) ¢ (1-2 ng/band; comparable to silver staining)

SYPRO Tangerine (490 nm, 640 nm) * (4—8 ng/band)

Pigmenty se vazi na detergentovy (SDS) obal proteinu
(kromé Sypro Ruby, ta se vaze na bazicke AA a Tyr, Trp)

SYPRO RUBY (Molecular Probes)

FLAMINGO (B10-RAD)
(DEEP) LAVA PURPLE (GE-Amersham)
KRYPTON (Pierce)

Dobra kvantifikace

Minimum kroku
Dynamicky rozsah
Fluorescenc¢ni scanner

CCD kamera




DIGE - Differential gel electrophoresis
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2D-DIGE : 2D DIFFERENCNI GELOVA ELEKTROFOREZA

(Cy2, Cy3, CyS5 Difference gel electrophoresis)

Cyaninové fluorofory

Maleimid - Cys (-SH)
YJ K Succinimid - N-term a Lys (¢)

0

-0,8
_<°

N=—0

—

Cy Dye Excitation Spectra Cy Dye Emission Spectra

483 m laser 532nmlassr B35 rim lasar ' 530BP30filter  G0SDFS0filler  BOODFSS filtee
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-+ - [161 et
) o X B :l' =T
T bt
-
= 044 e 04
5 =
=
oz
R —— IR - : I P e —
40 4F 450 475 B0 S5 S0 575 GO0 G5 RGO S OO0 725 TS0 TS BOD 400 426 o451 475 500 525 5ED. 575 600 625 5 BOD BX BED
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EXPERIMENTALNI USPORADANI PRO DIGE

Protein standard Protein extract 1 Protein extract 2
Label with Cy2 Label with Cy3 Label with Cy5

|
Mix labeled extracts

-
§

Protein separation | —
I j

Imoée gel
|

l.
.
-
Cy3 " g® 4‘-'

Image analysis " A Image analysis
Data quantitation ; T e .—’a“'-- Overlay images

Minimalni versus maximalni znaceni
Rozdily v migraci, off-set







Citlivost
Cy2 -0.075 ng
Cy3 -0.025 ng
Cy5 - 0.025 ng

Pro: vysoka citlivost, redukce poctu gelu a technickych artefaktu

Proti: nezbytnost 2-3 laserového scanneru,

mala proteinova nanaska — mozny problém s identifikaci
e



St&peni trypsinem a
identifikace pomoci MS
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redukce/alkylace

Vizualizace
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Diferencni obrazova analyza



Softwarové vyhodnoceni 2D gelu

Fraretiv 0 Irgerasinn - americka pabra pebice
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IDENTIFIKACE PROTEINU

« digesce vzorku a extrakce peptidu
 principy identifikace proteinu pomoci MS



Neznamy diferencialne exprimovany protein ,XY*" (20 kDa)

|

|dentifikace s vyuzitim hmotnostni spektrometrie




Neznamy diferencialné exprimovany protein ,XY" (20 kDa)

« Extrahovat intaktni protein z gelu je obtizné/nemozné
* Cely protein je nevhodny pro MS analyzu

Nastepeni specifickou endoproteazou primo v gelu




SPECIFICKE STEPENI BILKOVIN

Cil fragmentace:

Definované fragmentovat protein, aby jednotlivé peptidy byly dostatecne
malé na optimalni MS analyzu, ale zaroven poskytly dostateénou sekvenéni
informaci
Optimum 6-20 AA, cca 800-2500 Da

Proteaza Misto Stépeni Poznamka

Trypsin_____lzalysArg  |nenasledujePro
asoN  pesaspos |

nenasiedue Fro

Glu-C (Proteaza V8) za Glu a Asp nenasleduje Pro
Chemicka digesce | | |
CNBr  [Met |organika, hydrofobniP.




TRYPSIN

MW 23 kDa
z kravského nebo praseciho pankreatu

stepi v mirné bazickém pH

*50 kDa protein cca 30 peptidu

* Pouziti v roztoku, na blotu, v gelu

Trypsin Stépi za Lys a Arg pokud nenasleduje Pro

nemocni

SSQIRONYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDRDDVALEGVSHFFRELAEEKREG
YERLLKMQONQRGGRALFQD IKKPAEDEWGKTPDAMKAAMALEKKINQALLDLHAL
GSARTDPHLCDFLETHFLDEEVKL IKKMGDHLTNLHRLGGPEAG LGEYLFERLT LKHD




Stépeni trypsinem

R3

I
H,N—C—COOH
H




PRIPRAVA VZORKU Z GELU PRO IDENTIFIKACI POMOCI MS

Vybér a vyriznuti spotu/PROTEINU (spotpicking)

Ci ) KERATIN !!!

Dehydratace gelu (redukce, alkylace)

ACN, vakuum ? /

Rehydratace v pufru s Trypsinem ?

Acetonitril Digesce 37 °C
(ACN, MeCN) |>

Extrakce PEPTIDU (ACN)

- nesrazi proteiny/peptidy Cisténi a koncentrace \

* neabsorbuje v UV \ )
« M4 nizkou viskozitu MS analyza
» kompatibilni s RP-LC

a identifkace




Identifikace diferencialne
exprimovaného proteinu

R0 O 3
driege sl e b
' - '. 3 .. - ¥ ' L]
'c z ' I _ e .'
o v el el
LR PRI ok
L E Pl s / nemocni . zdravi -
: : ’ y » ;
o Y ° .
v - . . A L] _
-c' - . 1N . .

-<: O

,In gel” nastepeni trypsinem (za Arg, Lys)

SSQ/IRQNYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDRDDVALEGVSHFFRELAEEKREGYERLLK
MQNQRGGRALFQD IKKPAEDEWGKTPDAMKAAMALEKKLNQALLDLHAL
GSARTDPHLCDFLETHFLDEEVKL IKKMGDHLTNLHRLGGPEAG LGEYLFERLT LKHD

.

Extrakce smési peptidu z gelu



In-gel stepeni trypsinem (za R a K)

LLK  (373.280)
LIK (373.280)

LTLK  (474.328)

SSQIR  (590.327)

EGYER  (653.673)

MQNQR  (676.319)

TPDAMK  (662.317)

ELAEEK  (718.361)

AAMALEK  (733.391)

KPAEDEWGK  (1059.510)

MGDHLTNLHR  (1079.54)
DDVALEGVSHFFR  (1491.722)
LNQALLDLHALGSAR  (1591.891)
LGGPEAGLGEYLFER  (1607.806)
TDPHLCDFLETHFLDEEVK  (2288.054)
QNYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDR  (3924.897)




Identifikace bilkovin
pomoci hmotnostni spektrometrie




Identifikace bilkovin pomoci hmotnostni spektrometrie (MS)

«  Stanoveni velmi presné hmotnosti peptidl nebo jejich fragment.

«  Pohyb nabité Castice ve vakuu, elektromagnetickém poli je funkci jeji
hmotnosti (m) a naboje (z).

* Hmotnostni spektrometr ¢astice ionizuje (pseudomolekularni ionty) a
separuje podle jejich m/z. Hmotnostni spektrum ukazuje zavislost
¢etnosti jednotlivych iontd na m/z.

Relativni Intenzita

m/z

Presné hmotnosti peptidl, nebo jejich fragmentl jsou porovnavany s
vypoctenymi hmotnostmi vSech (teoretickych) peptidli nebo fragmenti,
které jsou pritomny v proteinovych a genovych databazich.



Linear TOF

Flight path Detector

W A

time-of-flight—5 m/z=z

lon source

P. Mann a P. Novak, AVCR



Identifikace bilkovin pomoci hmotnostni spektrometrie (MS)

Peptidové mapovani (Peptidovy fingerprinting)
na zakladé zméreni presnych hmotnosti peptidl vzniklych
Stépenim specifickou endoproteazou



Identifikace diferencialné

exprimovaného proteinu

- zdravi

v O

,In gel® nastépeni trypsinem (za Arg, Lys)

SSQIRQNYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDRDDVALEGVSHFFRELAEEKREG
YERLLEKMQONQRGGRALFQD IKKPAEDEWGKTPDAMKAAMALEKKLINQALLDLHAL
GSARTDPHLCDFLETHFLDEEVKL IKKMGDHLTNLHRLGGPEAG LGEYLFERLT LKHD

@ Extrakce smési peptidu z gelu



Peptidové mapovani (Peptidovy fingerprinting)

LLK

GGR

SSQIR

L IKK

LT LK

EGYER

MQNQR

TPDAMK

ELAEEKR

ALFQD IK

AAMALEKK

KPAEDEWGK
MGDHLTNLHR
DDVALEGVSHFFR
LNQALLDLHALGSAR

L GGPEAG LGEYLFER
TDPHLCDFLETHFLDEEVK
QNYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDR



Peptidové mapovani (Peptidovy fingerprinting)

LLK
LIK

LT LK
SSQIR
EGYER
MQNQR

(373.280)
(373.280)
(474.328)
(590.327)
(653.673)
(676.319)

‘\‘ ‘
|

TPDAMK
ELAEEK
AAMALEK
KPAEDEWGK
MGDHLTNLHR
DDVALEGVSHFFR
LNQALLDLHALGSAR  (1591.891)
LGGPEAGLGEYLFER  (1607.806)
TDPHLCDFLETHFLDEEVK  (2288.054)
QNYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDR

(662.317) m
(718.361)
(733.391)
(1059.510)
(1079.54)
(1491.722)

(3924.897)




Peptidové mapovani (Peptidovy fingerprinting)

Laser

MALDI-TOF MS

! >

Presné hmotnosti
peptidU




Identification of protein in databases from MS data

GENES, ORFs
. . Gene/Protein identification
In silico translation

PROTEINS

In silico digestion with trypsin (-R/-K)

PEPTIDES

MS data
Masses/MWs of
peptides

theoretical MWs of peptides




Peptidové mapovani (Peptidovy fingerprinting)

_-.'_.‘-1.._:_\:

"

MALDI-TOF MS

Laser

’I Presné hmotnosti
peptidU

1058.5  Porovnanis

1491.7 databazemi .o
1591.8 L-Ferritin
t607.8 [

2287.0

SSQIRONYSTDVEAAVNSLVNLYLOASYTYLSLGFYFDR) FILIAEEKREG
YERLLEKMONQRGGRALFQOD TPDAMKAAMALEKKINQALLDLHAL

GSAR L IKKMGDHLTNLHRNE LTLKHD




Co kdyz mame ve vzorku smés proteinu?



Identifikace bilkovin pomoci hmotnostni spektrometrie

Fragmentace peptidu/sekvenovani (MS/MS)

na zakladé zméreni pfesnych hmotnosti fragmentu peptidu.
Peptid nejsnaze fragmentuje v peptidické vazbe. Je tak ziskana
(CasteCna) aminokyselinova sekvence v daném peptidu.



Fragmentace peptidu (mikrosekvenovani, MS/MS)

Py L N\

R, R, R, R,

I l l 1 S-P-A-F-D-S-I-M-A-E-T-L-K
NH,-CH-COINH-CH-CO{NH-CH-CO{NH-CH-CO,H

MH* = 1410.6

N-konec C-konec
e \ N

Y3 Va2 ¥
b-ions* y-ions*
88.1 - W PAFDSIMAETLK 1323.6
185.2 S AFDSIMAETLK 1226.4
256.3 A e FDSTMAETLK 1155.4
403.5 RN AN = e ey DSIMAETLK 1008.2
518.5 A e SIMAETLK 893.1
605.6 BEARDES = TMAETLK 806.0
718.8 SPAFDS] == MAETLK 692 .3
850.0 SPAFDSIM === AETLK h61.7
921.1 SPAFDSIMA """ ETLK 490.6
1050.2 SPAFDSIMAE """ TLK 361.5
1151.3 SPAFDSIMAET "= LK 260.4
) 1264.4 SPAFDSIMAETTL, " K 147 .2

P. Mann a P. Novak, AVCR




Fragmentace peptidu (mikrosekvenovani, MS/MS)
MALDI -TOF-TOF

Laser

—* _—
() ® ® & & o |
MW peptidu m/z jeho fragmentt
A LGGPEAGLGEYLFER
LGGPEAGLGEYLFE...R ¥, 3

LGGPEAGLGEYLF...ER
LGGPEAGLGEYL...FER
1607.096 | GGPEAGLGEY...LFER
LGGPEAGLGE...YLFER ‘

>

Identifikace peptidu LGGPEAGLGEYLFER
a proteinu L-FERRITIN



Identification of protein in databases from MS data

GENES, ORFs

1 In silico translation

Gene/Protein identification
PROTEINS

In silico digestion with trypsin (-R/-K)

PEPTIDES

theoretical MWs of peptides MS data

MWs of peptides and

their fragments
FRAGMENTS

theoretical MWs of peptide fragments



pMass Spectrum ®
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Smés peptidi | MS
> jednoho proteinu (PMF)
(5-50 peptidu)

Jediny protein

MS/MS
(fragmentace)

Smés peptidu 1
— L mnoha P rot.elnu — chromatograficka
(300-10%peptidi)

separace



LC-MS \

2-DE ,shotgun*




Identifikace proteint v shot-gun experimentech

Az stovky tisic ruznych peptidu
kontinualné eluovanych z (RP) LC

On-line MS - primé spojeni LC kolony s ESI-MS.

V realném Case (60-600 minut) jsou eluované peptidy
lonizovany. Zméreno MS, izolovan prekurzor a
provedena fragmentace. Cyklus prepnuti MS-MS/MS
az nekolikrat za sekundu.

Off-line MS — napi. LC-MALDI. Frakce eluujicich peptidu jsou sbirany a MS probiha
az po sbéru. Typicky sbér mikrofrakci (nL) na MALDI desti¢ku s naslednym mérenim
MS a MS/MS.



RP-LC



RP-LC



RP-LC




RP-LC




RP-LC




RP-LC

MS




RP-LC

MS (1410.6)




S-P-A-F-D-S-I-M-A-E-T-L-K

MH* = 1410.6

b-ions* y-ions*

88.1 - PAFDSTMAETLK 1323.6
185.2 S AFDSTMAETLK 1226.4
256..3 S S FDSIMAETLK 1155.4
403.5 S DSTMAETLK 1008.2
518.5 N O STMAETLK g§93.1
605.6 SPAPRDS ~=srsmomesssmsmssram IMAETLK 806.0
718.8 SPAFDS I == smowsommmsms MAETLK 692.3
850.0 SPAFDS IM -~ =r==rmewem AETLK 561.7
821.1 SPAFDSTMA ~~-mmmmmsmmseess ETLK 490.6
1050.2 SPAFDSTIMAE TLK 361.5
1151.3 SPAFDSIMAET - LK 260.4
1264.4 SPAFDSIMAETL —————— K 147.2

1470 2604 3615 4906 5185 6050 7188 8500 1050.2 11513

921,1

1264.4 1410.6



S-P-A-F-D-S-I-M-A-E-T-L-K

MH* = 1410.6

1472 260.4 3615 4906

b-ions* y-ions*
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850.0 SPAFDSIM —~-—s==smmmmsms AETLK 561.7
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S-P-A-F-D-S-I-M-A-E-T-L-K

MH* = 1410.6

b-ions* y-ions*
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RP-LC

ESI

—

MS1 (1410.6)

MS/MS Mass ¢ spectrometer



RP-LC
= MS1 MS2




RP-LC
—_ MS 1 (2950.46)

ESI




RP-LC
— MS 1 (2950.46)




RP-LC

MS (2950.46)  MS2




RP-LC




RP-LC
= MS MS2

Collision cell



ESI

The MWs of the peptides and their
fragments are compared with
theoretical masses of all proteins
present in gene and protein
databases

MS1 MS2

ol




Identification of protein in databases from MS data

GENES, ORFs

1 In silico translation

Gene/Protein identification
PROTEINS

In silico digestion with trypsin (-R/-K)

PEPTIDES

theoretical MWs of peptides MS data

MWs of peptides and

their fragments
FRAGMENTS

theoretical MWs of peptide fragments



