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1838 Nazev protein - Berzelius
1819-1904 Objevena vétsina aminokyselin
Sumner — krystalizace ureazy v
1926 Cistém stavu — katalyticky
ucinek
1933 Tiselius - elfp ja ko_mnetodlka
déleni proteind
Martin a Synge — vyvoj
L2l chromatografickych technik
1951 Pauling a Corey — sekuﬁndarm
struktury proteint
1955 Sanger - an:n_nokyselmove
sloZeni insulinu
1963 Monod a spol. — alostericke

zmény v konformaci proteind
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PROTEOM

« KOMPLETNI SADA PROTEINU PRITOMNYCH V DANEM OKAMZIKU V BUNCE
NEBO TKANI, ZAHRNUJICi VESKERE JEJICH MODIFIKACE, VZAJEMNE INTERAKCE,
LOKALIZACI A METABOLICKY OBRAT.
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o GENOM

e UPLNA GENETICKA INFORMACE DANEHO ORGANISMU




PROTEOM

PRVNI DEFINICE VUBEC: MARC WILKINS,1994
_PROTEOM JE SOUBOR PROTEINU KODOVANY PRISLUSNYM GENOMEM*
DNESNI DEFINICE VSAK VICE ZDURAZNUJE DYNAMICKOU POVAHU PROTEOMU

_PROTEOM JE CASEM A MISTEM VYHRAZENY SOUBOR PROTEINU KODOVANY
PRISLUSNYM GENOMEM*

KVANTITATIVNI A KVALITATIVNI CHARAKTERIZACE UPLNE SADY BIiLKOVIN

u\/ -/ \-/



PROTEOM

e PROTEOM (NA ROZDIiL OD GENOMU):
* LISI SE ORGAN OD ORGANU, TKAN OD TKANE, BUNKA OD BUNKY...

e JE ZAVISLY NA SIROKEM SPEKTRU VNITRNICH A VNEJSICH FAKTORU
(PROSTREDI, VEK, POHLAVI, NEMOC ATD.)



Proteomika X Genomika

Exprese .=

+posttranslacni modifikace

PROTEin+genOME

+alternativni sestrih

+alternativni zavinuti

Souhrn vsech proteind v daném organismu  Souhrn vSech gentl v daném organismu
Lidske télo obsahuje miliony proteind Lidsky genom obsahuje 20-25.000 gen(

Exprese proteind v ramci jednoho organismu Genom je konstantni celek
se lisi v rlznych ¢astech téla, v rliznych
stadiich zivotniho cyklu a v rliznych
podminkach prostredi



GENOM
KOMBINACE 4 BAZI
STATICKY

CCA 22 000 GENU

GENOM VS PROTEOM

PROTEOM
KOMBINACE 20 AA
DYNAMICKY

NASOBNE VETSi POCET PROTEINU: RNA EDITACE,
ALTERNATIVNI SESTRIH, POSTTRANSKRIPCNI
MODIFIKACE

SOUHRN SKUTECNE FUNKCNICH MOLEKUL
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PROTEOMIKA

e STUDIUM KOMPLETNI SITE PROTEINU SPiS NEZ STUDIUM JEDNOTLIVYCH
PROTEINU

* FUNKCE A STRUKTURA A 3D MAPA



ENZYM

STRUKTURNI PROTEIN
TRANSPORTNI PROTEIN
POHYBOVY PROTEIN
SIGNALNi PROTEIN
RECEPTOR

REGULACNI PROTEIN

FUNKCE PROTEINU



PROC PROTEOMIKAZ

e FUNKCI PROTEINU NELZE URCIT NA ZAKLADE GENOVE EXPRESE
e VETSINOU NEKORELUJE HLADINA MRNA A HLADINA PROTEINU
e MOLEKULARNI MECHANISMY NEPOPISEME GENOMIKOU

e 200 TYPU POSTTRANSLACNICH MODIFIKACI

* ALTERNATIVNI TRANSLACE



\/

-4

'

CENTRALNI DOGMA MOLEKULARNI BIOLOGIE

—

prepis preklad
transkripce translace
DNA ~< > RNA > POLYPEPTID

reverzni
transkripce

upravy

replikace
replikace

Y
DNA RNA FUNKCNI PROTEIN
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OD RNA K PROTEINU

e GENETICKY KOD JE TRIPLETOVY — 3 NT V RNA — 1 AA

RNA — A, U, G, C

AUG STARTOVNI KODON

UAA, UAG, UGA —STOP KODONY
KOD DEGENEROVANY — 1 AA KODOVANA NEKOLIKA TRIPLETY

« GENETICKY KOD UNIVERZALNI



TRANSLACE V EUKARYOTICKE BUNCE

STRUKTURNI GEN — PREMRNA-MRNA

MRNA OPQUSTI JADRO

NA RIBOZOMECH TRANSLACE — POLYPEPTIDOVY RETEZEC
STOP KODON — KONEC TRANSLACE

POLYPEPTID SE UVOLNI



3

AMING ACID
ACTIVATION

ey

Activated
amino acid

$

subundls
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POSTTRANSLACNI MODIFIKACE

PRIPOJENI FUNKCNICH SKUPIN
MODIFIKACE AMINO SKUPIN
STRUKTURNI ZMENY

ALTERNATIVNI SESTRIH

ALTERNATIVNI ZAVINUTI



STRUKTURNI PROTEOMIKA
— vytvareni bunéénych nebo subcelularnich map, kompletni
informace o bilkovinach a jejich interakcich v dané organele
nebo viceproteinovém komplexu,

FUNKCNI PROTEOMIKA

cilena sub-proteomicka izolace a charakterizace
funkénich celka nebo souboru bilkovin na zakladé
spole¢né funkce.( identifikace sub-proteoma na
zakladé interakce s néjakvm ligandem.)

EXPRESNI PROTEOMIKA
Kvantitativni studium porovnavajici expresi
mezi raznymi proteomy
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\/ Zakladni schéma analyzy uzivané v
proteomice
~ Smes
< tei D 1. Separace
-’ proteint 2D-PAGE
2. Izolace Jed ntolillve
Sté&peni trypsinem rocein
Peptidy
4. Sekvencni analyza . Hmotnostni analyza

Fragmentace peptid( Hmotnostni spekroskopie

5. Porovnani s P Pep
databazi

Identifikace
proteint




Aplikace proteomiky v mediciné O
(proteomika nemoci)

Exprese proteint u nemoci

Detekce protein{ vznikajicich b&éhem
nemoci je vyuzita k diagnoze

Alzheimerova choroba (amyloid B)

Srdecni onemocnéni (interleukin-6 a 8, sérovy
amyloid A, fibrinogen, troponiny)

Renalni bunécni karcinom
(karbonanhydrasa IX)

Informace o proteinech zp{sobujici onemocnéni je
vyuzita pro vyvoj novych lékd

1. Znama 3D struktura proteinu-pocitacova simulace-hledani

léku, ktery inhibuje patologicky protein (HIV-1 proteasa) ( ’
2. Genetické odlisnosti mezi lidmi-odlisSny proteom-vyvoj |
individualnich 1ék@ )
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Schéma pokusu

Brain Dissection

Sample 2D-PAGE
p o— > 2D gel map

Preparation

Image Analysis (PDguest)

Protein
Identification
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</ Faktory ovlivnujici proteom bunky

" Faze bunééného Interakce s okolim
- cyklu

'Sues

Proteome

Stres

Bunécné specificka Fyziologicky stav bunky

genova exprese

Proteom se dynamicky méni v prubéhu
bunecneho cyklu, vyvoje, v reakci na

Genom zmeny v metagolismL/J,, prostredi, ...

Ny




Sledovani mnozstvi a lokalizace proteinu

(nejen proteomicke)

Detekce konkrétnich proteinu

- Imunodetekce - proteinova elektroforéza (SDS-PAGE), Western blot
- Sledovani aktivity proteinu (pouzitelné pouze pro enzymy)

Studium lokalizace proteinu

- Translacni fuze s reportérovym genem (GFP) — viz dfive
(+ transformace rostlinnych bunék)

Studium proteomu

- Dvourozmérna elektroforéza (2D)
- ,Gel-free” metody



Imunodetekce konkretniho proteinu

(SDS-PAGE)

—

Primarni "3 —
protilétka\JL

= Western blot

|

Detekce proteinu protilatkami

(primarni = rozeznava detekovany protein
sekundarni = rozeznava protilatky z urcitého
organismu

Vizualizace pomoci barevné reakce,
fluorescence ¢i chemiluminiscence

Sekundarni protilatky konjugované
s enzymem Ci fluorescenc¢ni znackou

@ O @

(B

membrana s navazanymi proteiny
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= Analyzy celeho proteomu
nutna separace jednotlivych proteint (popf. peptidu):
— 2D elektroforézou Ci gel-free metodami (chromatografie aj.)

Proteolyﬂc {\P

= & dlgestlon %_\
' “93
Sample 2D electrophoresis Pure protein Proteolytic fragments
’ Capillary
j MALDI-TOF Electrophoresis
Mass spectrum HPLC
1|
| &= Amino i
Database acid +

searching sequencing 3
—N o adl
Juang et al {2002) Enzyme Biochemistry Laboratory
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\/ “P/rincip dvourozmerne (2D) elektroforezy
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|EF: Isoelektricka fokusace
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Protain
mixlure

Apply first gal

to top of second /
pH 4.0 'f pH 10.0
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pH 4.0

|

lsoelectric
focusing (IEF)

oH 10.0

|

s0s
electrophoresis

Kazda skvrna prfedstavuje jeden protein (pfi zaméné Ci modifikaci

aminokyseliny zpravidla dochazi ke zméneé_pl a\pg}unu

pozice na gelu)
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o Iéjvnl rozmer |EF

-/

- separace proteinu dle
isoelektrickeho bodu

- proteiny putuji do mista, kde pH gelu odpovida
jejich isoelectrickému bodu (pl), tam ztraceji
naboj a zastavuji se

= déleni proteinu podle naboje v pH gradientu

at low pH,
tha protein
is positively
| charged

stable pH gradient
e

aF
9 at high pH,
| tha protein
10F " is negatively

charged

(isoelektricka fokusace):

COOH con® coo®
N I 4 N,
COOH coo® coo®
NH® n® NH
pH < pl i = gl pH = ol
4 net charge
M\\\\.\)‘
''''' B
+ 2|« \_t \\
<<\ ‘\\
+1 ‘\\ v N\
\ sample
\xplB appﬁcaﬁon\aplA
0 > o
= s
3 4 5\\6A7 8 9)\10 11 pH
-1 < \\, \\.
. ‘<
| -2 ) i
| at the isocwwno
point the protein
has no net charge
| and therefore no
| longer migrates in
the electric field;
for the prolein
shown the
isoelectric pH
ia 8.5
/ \/
o



Druhy rozmer SDS-PAGE

BEFORE 5D8S charged R-groups

P

hydrophobic areas

AFTER 5DsS

- separace denaturovanych obalenych proteinu dle velikosti v
siti polyakrylamidoveho gelu



\/ Princip 2-rozmerne (2D) elektroforezy
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|EF: isoelektricka fokusace
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BARVENI PROTEINOVYCH GELU

« COOMASSIE BLUE yuos?,

* STRIBREM (CITLIVE, ALE NENI KVANTITATIVNI) e SR
* FLUORESCENCNI BARVIVA (DIGE) X --ik,._ — .

 RI(ZNACENI IN VIVO)

DIGE: DIFFERENCE

IN GEL ELECTROPHORESIS

- POROVNAVANi PROTEOMU

NA PROTEINY Z KAZDEHO VZORKU
NAVAZAN JINY FLUOROFOR - STEJNE
VLASTNOSTI PRI IEF A SDS-PAGE,
(SMICHAN!I, SEPARACE, DETEKCE)




- déleni nativnhich komplexu (obalenych Coomassie BB) dle velikosti
v gradientovém gelu (gradient koncentrace akrylamidu = hustota sité)
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IDENTIFIKACE PEPTIDU HMOTOVOU SPEKTROMETRI:
1) ,,PEPTIDE FINGERPRINTING

- PRESNE ZMERENI VELIKOSTi DEFINOVANYCH STEPU PROTEINU A
POROVNANI S PREDIKOVANYMI STEPY PROTEINU V DATABAZICH

* DEFINOVANE NASTEPENI _ ;
TRYPSINEM €I JINOU PROTEAZOU §§; :

(SPECIFICKE, REPRODUKOVATELNE STEPENI
PROTEINU)

e HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

NAPR. MS - MALDI/TOF
* MATRIX-ASSISTED

* LASER DESORPTION /
IONISATION

* TIME-OF-FLIGHT ANALYSIS




| N MALDI
./ MALDI | e

'

Matrix-assisted
Laser desorption /
lonisation

’ Grom:d Va:iable
el Grid  Grid
4 Drift region

Laser

ToF —

Time-of-flight

— zmereni doby

1.Vzorek (A) je smichdn s
matrici (M) a ususen
(vykrystalizovdan) na MALDI

destiéce

. Laserovy vystrel ionizuje
molekuly matrice.

Molekuly vzorku jsou
ionizovdany prenosem protonu
z matrice:

MH* + A > M + AH*

letu k detektoru

=| |m‘| I'w@‘ "3 é .—. . . '
\ - —— _/’"
Reflector Reflector
detector

Linear detector



—Identifikace proteini -, peptide fingerprinting’

protein | (12 kD)
2 fragmenty (4 kD, 8 kD)

protein Il (16 kD)

3 fragmenty
(2 kD, 6 kD, 8 kD)

DNA (i EST), proteinova databaze

U

generovani teoretickych trypsinovych
Stépu ze znamych ¢&i pfedpokladanych

MALDI ToF

protein |

4000 8000 m/z

protein Il

2000 6000 8000 m/z

proteinovych sekvenci

proteina: 3,5,9,12kD
proteinb: 2,7,9kD

proteind: 3,9, 12 kD

Srovnani experimentalné stanovenych
velikosti Qgptidt‘] s, teoretickymi stépy

\/\_/
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- 2) MS/MS ,sekvenovani” peptidu

—

— vybeér peptidu (na zaklade primarni TOF)

— fragmentace peptidu (v draze peptidu napt. zafazena
,kolizni komora“ s nizS§im vakuem)

— sekundarni ToF analyza vzniklych fragmentu
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\/ Prednostni fragmentace peptidoveé vazby
- rozpad na dva fragmenty

C-termninal ions
\-/ x] I] Z] :{.E I.E E.E :':1 Il Z1
B, O B, 0O B, 0O R, 0
I 1l I 1 I 1 | s
HH —C—-—C-H—-C-C_-_H-C—-C_-H—-C_C
| | | | | | | S
H H H H H H H OH

n'1 B 1 Cl n.E B.E C.E n] B 3 C]
M terminal ions

S-P-A-F-D-5-I-M-A-E-T-L-K
(protonated mass 1410.8)

mass’ b-ions y-ions mass’

88.1 S PAFDSIMAETLK 1323.6
185.2 SP AFDSIMAETLK 1226.4
256.3 SPA FDSIMAETLEK 1155.4
403.5 SPAF DSIMAETLEK 1008.2
518.5 SPAFD SIMAETLEK 853.1
605.6 SPAFDS IMAETLEK 806.0
718.8 SPAFDSI MAETLK 692.3
850.0 SPAFDSIM AETLE 561.7
921.1 SPAFDSIMA ETLK 490.6
1050.2 SPAFDS IMAE TLE 361.5
1151.3 SPAFDSIMAET LK 260.4
1264.4 SPAFDSIMAETL K 147 .2



HMOTOVE SPEKTRUM PEPTIDOVYCH FRAGMENTU
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ANALYZY MS SPEKTRA

_;PepSeq - [Untitled1]
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|Traq isobaric tags for relative and absolute quantitation
,Gel free” metoda pro hledani a kvantifikace rozdilt v proteomech

Postup:

- roz§tépeni proteint z kazdého vzorku na peptidy

- modifikace peptidu chemickou skupinou neovlivAujici jejich
separaci - kazdy vzorek jinak, ale rizné modifikované peptidy stejné
sekvence se chovaiji pfi dalSi separaci stejné = ,jdou” spolecné
(= chemicka struktura pripojené skupiny identicka a MW taktéz!)

- smichani vzorku, postupna frakcionace (pro snizeni komplexity —
aby do kazdé MS analyzy vstupoval jen maly pocet peptidu
(smés rliznych peptidu z rznych proteinu, ale soucasné stejné peptidy
z riznych vzorkl — oznacené pfipojenou skupinou)

- analyza MS/MS
- identifikace jednotlivych peptidu (fragmentacni spektrum)
- urceni pomeru mnozstvi paptidu v jednotlivych yzorcich
(po odpoutani reportérové skupiny) - et



A Isobaric Tag
Total mass = 145
A

ITrag znaceni

Amine specific peptide

Reporter Group mass \ reactive group (NHS) H
114 117 (ReAtains Charge) : 5 (\N | | \ PEPTIDE

r N\ ; :
[ I o N\/l I o !
K\N/\ﬁ‘/f N\ e ! !
i N

o ¥ p miz114 (+1) 13C BC 180 (+3)

Balance Group st o B I

Mass 31-28 (Neutral loss) miz116 (+3) 13C, N 3¢ (+1)

m/z 117 (+4) 13C; "N (+0)

\

NHS + PEPTIDE

NHS + PEPTIDE

GO
&) [x]

NHS + PEPTIDE

Mix

s

MS

-
-
~

NHS + PEPTIDE )

Reporter-Balance-Peptide INTACT
- 4 samples identical m/z

114

115
116

117

31 INH-PEPTIDE

b
so|nwpepTiDE MS/MS

PIE|P|T]|I |D]|E
29 [NHPEPTIDE—>

-NH-PEPTIDE

-Peptide fragments EQUAL
-Reporter ions DIFFERENT

— \
Ross P L et al. Mol Cell ProteomicW3:1154-1169
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Schéma modelového experimentu

3@ Proteolytic £ 4

4-(8) X g@
o

Frym

\ digestion e § §

Proteolytic fragments

f (kazdy vzorek samostatné)

MALDI TOF/TOF «——
(identifikace peptidl +
zastoupeni z jednotlivych
vzork()

frakcionace smési peptidu

i

R M\f\

LC

e

Modifikace

A

Nt

> aminoskupin
ITraq Cinidly

(kazdy vzorek jinym

Cinidlem)

|

smichani

v

CL L I T ]

napr. isoelektricka
fokusace peptidu

N

'



./

~|dentifikace peptldﬁl (fragmentaéni spektrum) T+
relativni zastoupeni v jednotlivych
VZOrCiCh (mnozstvi jednotiivych taga)

160

120

-
-

116.11

400
a5 117.12
240 115.11
1603  114.11
s 8o |
O T s e 117
y5 y7
645.38 Gk iR
545.32 y6 :
74646 | P& i b7
1 836.50: 937.45 1,037.56 1,1
pauadad i 1}“ VY - 'ALA' LL' v l'
400 600 800 1,000
mjz (amu)

-
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Kvantifikace rozdilu v proteomech

ITRAQ - omezené mnozstvi vzorku (max. 8)
(TMT - podobny princip - az 10 vzorku)
- snizuje rozdily mezi variantami
(kontaminace jinymi peptidy — reportérove skupiny)

Label free metody
- nezavisla analyza vzorku za plné
identickych podminek
- technicky narocné
- vnitrni kalibrace
- narocne pocitacove zpracovani

U\/ - v
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o FLOWCYTOMETRIE

Flow Cytometry

e ANALYZA POVRCHOVYCH ALE | VNITRNICH
PROTEINU POMOCi FLUORESCENCNE
ZNACENYCH PROTILATEK

e BUNKY PROCHAZI V SUSPENZI

» MERICIM BODEM PROJDE VZDY JEN JEDNA
BUNKA

e BUNKY OBARVENE SPECIFICKYMI
PROTILATKAMI SE SPECIFICKYMI ,
FLUOROCHROMY °




ANALYZA NUKLEOVYCH KYSELIN

BUNECNY CYKLUS

ANALYZA ZLOMU DNA
INKORPORACE BRDU
EXPRESE CYKLINU

ANALYZA DENATURACE DNA



STUDIUM BUNECNYCH FUNKCI

* VIABILITA

« STANOVENI INTRACELULARNIHO PH

« ANALYZA ORGANEL A CYTOSKELETU

« STANOVEN| MEMBRANOVEHO POTENCIALU
« OXIDATIVNI VZPLANUTI

« STANOVEN| INTRACELULARNIHO CA2+

« STANOVEN[ INTRACELULARNICH CYTOKINU



ANALYZA BUNECNEHO FENOTYPU

 IMUNOFENOTYPIZACE POMOCI CD ANTIGENU
» (DETEKCE DIFERENCIACNICH A NADOROVYCH MARKERU)
+ DETEKCE CYTOKINOVYCH RECEPTORU



o) ANALYZA BUNECNEHO CYKLU

500 1200

Cell number

G,M

S

—
TT T 1 T T T 1T
200 400
DNA content

T
0

DNA content

v U B )



Q ANALYZA KREVNICH BUNEK

250

Neutrophils

9

Monocytes

0 50 100 150 200 ;
Forward scatter oC Size q b

Lymphocytes

Side scatter oC Complexity
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o DETEKCE MINIMALNI REZIDUALNI CHOROBY
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