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1838

Nazev protein - Berzelius

1819-1904 Objevena vétsina aminokyselin
Sumner — krystalizace ureazy v
1926 Cistém stavu — katalyticky
ucinek
1933 Tiselius - elfo ja ko_moetodlka
déleni proteind
Martin a Synge — vyvoj
1942 chromatografickych technik
1951 Pauling a Corey — Se!(u,,ndam'
struktury proteinti
1955 Sanger — aminokyselinové
slozeni insulinu
1963 Monod a spol. — alosterické

zmény v konformaci proteind
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PROTEOM

e 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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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 BILKOVIN
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PROTEOM

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

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

Exprese .z

+posttranslacni modifikace

PROTEin+genOME

+alternativni sestrih

+alternativni zavinuti

Souhrn vsech protein v daném organismu  Souhrn vSech gendl v daném organismu
Lidské télo obsahuje miliony protein Lidsky genom obsahuje 20-25.000 gen(

Exprese proteind v ramci jednoho organismu Genom je konstantni celek

se lisi v rliznych castech téla, v rliznych
stadiich zivotniho cyklu a v rliznych
podminkach prostredi




« GENOM PROTEOM
« KOMBINACE 4 BAZ| KOMBINACE 20 AA
 STATICKY DYNAMICKY
« CCA 22 000 GENU NASOBNE VETSi POCET PROTEINU: RNA EDITACE,
ALTERNATIVNI SESTRIH, POSTTRANSKRIPCNI
MODIFIKACE

SOUHRN SKUTECNE FUNKCNICH MOLEKUL
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PROTEOMIKA

e STUDIUM KOMPLETNI SIiTE PROTEINU SPiS NEZ STUDIUM JEDNOTLIVYCH PROTEINU

* FUNKCE A STRUKTURA A 3D MAPA
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FUNKCE PROTEINU

e ENZYM
e STRUKTURNI PROTEIN
~+ TRANSPORTNI PROTEIN

OHYBOVY PROTEIN




PROC PROTEOMIKAZ

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

200 TYPU POSTTRANSLACNICH MODIFIKACI

ALTERNATIVNI TRANSLACE
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CENTRALNI DOGMA MOLEKULARNI BIOLOGIE

9

prepis preklad
transkripce translace
DNA <=———= RNA > POLYPEPTID
g reverzni Y >
< transkripce | £ o
g 5 S
Y

FUNKCNI PROTEIN
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OD RNA K PROTEINU

("\

o GENETICKY KOD JE TRIPLETOVY — 3 NT V RNA — 1 AA
* RNA-A,U, G,C
~+ AUG STARTOVNI KODON

AA, UAG, UGA —STOP KODONY
(EROVANY — 1 AA KODOVANA NEKOLIKA TRIPLETY
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TRANSLACE V EUKARYOTICKE BUNCE

("\

e STRUKTURNI GEN — PREMRNA-MRNA
* MRNA OPOUSTI JADRO

- * NA RIBOZOMECH TRANSLACE — POLYPEPTIDOVY RETEZEC

TOP KODON — KONEC TRANSLACE
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A acyl-tRNA
sz €
NUCLEUS <
AMINO ACID
CYTOPLASM ACTIVATION
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e PRIPOJENI FUNKCNICH SKUPIN

POSTTRANSLACNI MODIFIKACE

* MODIFIKACE AMINO SKUPIN

-« STRUKTURNI ZMENY




STRUKTURNI PROTEOMIKA
— vytvaieni 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 soubora bilkovin na zakladé
spoleéné funkce.( identifikace sub-proteomi na
zakladé interakee s néjakvm ligandem.)

EXPRESNI PROTEOMIKA
kvantitativni studium porovnavajici expresi
mezi raznymi proteomy




Zakladni schéma analyzy uzZivané v Q
Q proteomice

Smes
1. Se
 proteins__ parace

2D-PAGE
2. Izolace Jed ntot_llve
St&peni trypsinem rocein

Peptidy
4. Sekvencni analyza . Hmotnostni analyza

N Fragmentace pepV Hmotnostni spekroskopie
i Hmotnostni

5. Porovnani s spektra peptidd

databazi

Identifikace
proteind

O
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Aplikace proteomiky v mediciné
(proteomika nemoci)

Exprese proteind u nemoci

("\
O

Detekce proteinti vznikajicich b&hem
nemoci je vyuzita k diagnoze

Alzheimerova choroba (amyloid B)

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

Renalni bunécni karcinom
(karbonanhydrasa IX)

Informace o proteinech zpdsobujici onemocnéni je
vyuzita pro vyvoj novych Iékd

. Znama 3D struktura proteinu-pocitacova simulace-hledani

leku, ktery inhibuje patologicky protein (HIV-1 proteasa)

2. Geneticke odlisSnosti mezi lidmi-odlisSny proteom-vyvoj
individualnich 1ékd



Schéma pokusu @

2D blot
) : N
Brain Dissection i' £ " . |
= § ot e
- > gl Rt G
. R : ’," ‘[ Image Analysis (PDquest)

Sample 2D-PAGE
Preparation on— >

Protein
Identification




v Faktory ovliviiujici proteom burnky

e
= Faze bunééného Interakce s okolim
e cyklu
Teplota

Proteom se dynamicky
meéni v prubéhu
bunécneho cyklu, vyvoje,
Stres : x

v reakci na zmeny v
metabolismu, prostredi,

Proteome

Bunécéné specificka Fyziologicky stav bunky

genova exprese

L
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-4 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 konkrétniho proteinu

Proteinova elektroforéza (SDS-PAGE)

— Prenos proteint z gelu na membranu

= Western blot

|

Detekce proteinu protilatkami

T

1

: (primarni = rozeznava detekovany protein

\ sekundarni = rozeznava protilatky z urcitého
organismu

W. blot — R - ¢— Vizualizace pomoci be}revr)e. reakce,
= fluorescence ¢i chemiluminiscence

Sekundarni protilatky konjugované

= s enzymem Ci fluorescencni znackou
Primarni ‘%*/ y
protilétka\jL

- N () @

membrana s navazanymi proteiny o/ \/ ] 9




Analyzy celého proteomu

nutna separace jednotlivych proteint (popf. peptidud):
— 2D elektroforézou ¢i gel-free metodami (chromatografie aj.)

Proteolyhc (\/\

dlgeshon \_'
Proteolytic fragments
l Capillary
MALDI-TOF Electrophoresis
Mass spectrum HPLC
[ dMM i
' s Amino
Database : acid F
searching e @ sequencing &

Juang et al (2002) Enzyme Biochemistry Laboratory
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\/ rincip dvourozmerne (2D) elektroforezy

O |EF: isoelektricka fokusace
]

O(

Protein pH 4.0
mixture

SDS-PAGE

Isoelectric
focusing (IEF)

Apply first gel
to top of second

sDs
electrophoresis
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con® con®

Prvni rozmér |IEF - p @

~ (isoelektricka fokusace):

) S COOH coo® coo®
./ - separace proteinu dle
isoelektrického bodu NH® nH® Nk,
pH < pl H=pl H = pl
- proteiny putuji do mista, kde pH gelu odpovida
jejich isoelektrickému bodu (pl), tam ztraceji f net charge

naboj a zastavuji se +3

+2
= déleni proteinu podle naboje v pH gradientu

+1

sa?nple
plg application

Pl 5

910 11 pH

at low pH, -1
ar tha protein <

is positively

.E 5¢ charged B

B 6F at the isooweng

o point the protein

z 7} U— has no netcharge

e and therefore no

3 8} longer migrates in

g | the electric field;

I snioh ot for th protein
the protein
0r {” is negatively isoelectric pH

charged ia 8.5




Druhy rozmer SDS-PAGE @

BEFORE 5D8S charged R-groups

o

hydrophobic areas

AFTER 5D5S
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\/ Princip 2-rozmerne (2D) elektroforézy
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IEF: isoelektricka fokusace
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BARVENI PROTEINOVYCH GELU

¢ COOMASSIE BLUE

* STRIBREM (CITLIVE, ALE NENI KVANTITATIVNI)

* FLUORESCENCNI BARVIVA (DIGE)
 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)

v




Analyza proteinovych komplexu

- déleni nativnich komplext (obalenych Coomassie BB) dle velikosti
v gradientovém gelu (gradient koncentrace akrylamidu = hustota sité)

Blue Native Gel Electrophoresis

SDS-PAGE

19%d-505




IDENTIFIKACE PEPTIDU HMOTNOSTNI SPEKTROMETRI:
1) ,,PEPTIDE FINGERPRINTING*

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

€:5J60RRIIX Tdent 1 SHOTT,5] PRO(S,3,5,0.20%,0.0, 715.00%, 7, 1] Acq: IB-HAY-1955 18:21:17 <U:1% Cal:5ZICALRI BN Gate:OLf Shote Avad:Z1/21 Rate:SUUNHZ
TofSpec Reflectron LDI+ Parente BpI:2165 TIC:8666383 Laserhl Laser Energy:20%,28% Sample Pos:1 Source:22031V Supp Mass:200Da Reflectron:27270V
Pile Text:None
/4 v v ré 1004 ;'3 " MCDOWALL  Pd-tr-z 1,183
96] n 8 [1.083
94] 8 [1.063
92 - 1.083

TRYPSINEM Cl JINOU PROTEAZOU

(SPECIFICKE, REPRODUKOVATELNE STEPENI
PROTEINU)

e« HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

NAPR. MS - MALDI/TOF
* MATRIX-ASSISTED

* LASER DESORPTION /
IONISATION

* TIME-OF-FLIGHT ANALYSIS
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_ MALDI

S

Vatrix-assisted
Laser desorption /
lonisation

ToF

Time-of-flight
— zmereni doby
letu k detektoru

MALDI
desticka

Laser

’

Lo U

1.Vzorek (A) je smichdn s

matrici (M) a ususen
(vykrystalizovdan) na MALDI
desticce

. Laserovy vystrel ionizuje

molekuly matrice.

. Molekuly vzorku jsou

ionizovdny prenosem protonu
z matrice:

MH* + A > M + AH*

Target

plate

Ground Variable
Grid Grid
Drift region >
PCIS
|
1L \! \ \ :;'.‘ o
. "."‘l \ <
_‘\.: — l | | l ._: ‘... ,. e o : e §
¢ ot <
- \
_I > "\ b k -g
o—" 8 ‘?,',"‘f'., 1L o
LIFT \ : =
Reflector Reflector
detector

h(
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—Identifikace proteint - ,peptide fingerprinting’

sStépeni proteazou (trypsinem)

J

protein | (12 kD)

3 fragmenty

2 fragmenty (4 kD,

8 kD)

protein Il (16 kD)

(2 kD, 6 kD, 8 kD)

DNA (i EST), proteinova databaze

U

generovani teoretickych trypsinovych
Stépu ze znamych i predpokladanych

MALDI ToF ﬂ

protein |

4000 8000 m/z

protein Il

2000 6000 8000 m/z

proteinovych sekvenci

00l

proteina: 3,5,9,12kD
protein b: 2,7,9 kD
> protein c: 4, 8 kD
proteind: 3,9, 12 kD
proteine: 2,6,8kD

Srovnani experimentalné stanovenych
velikosti p@ptidl‘] s teoretickymi stepy



2) MS/MS ,sekvenovani® peptidu

napf. MALDI TOF/TOF (MALDI MS/MS)

— vyber peptidu (na zaklade primarni TOF)

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

— sekundarni ToF analyza vzniklych fragmentu
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_ Pfednostni fragmentace peptidové vazby
- rozpad na dva fragmenty

B, 0 R, O0 R, 0. R, o
HW A WM AW M wm  om
n‘f Hl: c';": nz: B, : c‘_;_": n; B;ca:
IMoterminal ions
5-P-A-F-D-5-1I-M-A-E-T-L-K
{protonated mass 1410.6)
mass’ b-ions y-ions mass’
.1 5 PAFDSIMAETLE 1323.6
.2 SP AFDSIMAETLEK 1226.4
.3 SPA FDSIMAETLE 1155.4
.5 SPAF DSIMAETLEK 1008.2
.5 SPAFD e SIMAETLK 853.1
.6 SPAFDS IMAETLE 806.0
.8 SPAFDSI MAETLE 652.3
.0 SPAFDSIM AETLE 561.7
i | SPAFDSIMA ETLE 450.6
.2 SPAFDSIMAE TLE 361.5
.3 SPAFDSIMAET LK 260.4
.4 SPAFDSIMAETL .2

......................................




STNI SPEKTRUM PEPTIDOVYCH FRAGMENTU

1953762

DILSVDYTDIMK

I T | Il I I| I II LII II T | |II:I
T

1enty
trypsin  MS/kolize/MS N Mjasc t




ANALYZY MS SPEKTRA

™
PepSeq
[Center 1 (Top,4, HO T TOF MOMS 785 00ES+
—EG——V—4—N—}—D——N E—tf—E—}0G L SAR | bMax
e T e N—}— D ——N—}—v—}—GE | yhax
— 5 A ' T 68436 . S : T x| 2 :
Lo P 3 181342 | } £ :
" L ¢ 48028 O : T . 8 -
g 333.20 ;7 ygq ! ] ! % | : 23 :
t P B ) : : : i ! 3 '
1056 47
¥ : : : ; 59438-“ ¥9 | : 128555 |
* T ; ; ] A% Pmse: YT
18.7..08 248',15 g 627.33 g "81".39 g o E .286'56.
{7208 b2 V2 : 497.22 5 | i 394345 | janast :
v g . H - i : : : :
< : |382.19 612.26 ' 924.45 H058.46 : :
169.07 5 5 = T B T
N : : 129839 ~ =
0- . A e , : , : . , Mz
100 200 300 400 SO0 600 700 8O0 900 4000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

FP
Observed MW: 15697844  Parent ion charge state: 2
M/Z tolerance: 0.30  Intensity threshold: 2 (1.307%)

Maximum number of sequences to save: 25

i |



FLOWCYTOMETRIE

e ANALYZA POVRCHOVYCH ALE | VNITRNICH PROTEINU POMOCIi FLUORESCENCNE ZNACENYCH
PROTILATEK




KOMERCNI ZARIZENI




CO MUZEME ANALYZOVAT POMOCI
PRUTOKOVE CYTOMETRIE?

POCITAT CASTICE V SUSPENZI

ODDELIT ZIVE CASTICE OD NEZIVYCH

HODNOTIT 10*5 AZ 10*6 CASTIC ZA MENE NEZ 1 MINUTU

KVANTIFIKOVAT ROZPTYL SVETLA, ALE | INTENZITU FLUORESCENCE
FYZICKY SEPAROVAT JEDNOTLIVE CASTICE (POPULACE) PRO DALSI ANALYZU

Upraveno podle J.P. Robinson Purdue University BMS 631



Jaké jsou principy?

Rozptyl svéetla (Light scatter) pomoci laseru nebo UV lampy
Detekce specifické flurescence

Hydrodynamicky zaostreny proud castic

Elektrostaticka separace castic

Moznost multivariacni analyzy dat

Upraveno podle J.P. Robinson Purdue University BMS 631



DEFINICE

e PRUTOKOVA CYTOMETRIE (FLOW CYTOMETRY)
« MERENI VLASTNOSTi PROUDICICH CASTIC (BUNEK)

« PRUTOKOVY SORTING (FLOW SORTING)
« SEPARACE CASTIC (BUNEK) NA ZAKLADE PARAMETRU MERENYCH PRUTOKOVOU CYTOMETRII
« TAKE ZNAMO JAKO FLUORESCENCE-ACTIVATED CELL SORTING (FACS)

J.P. Robinson Purdue University BMS 631



ANALYZA NK

« BUNECNY CYKLUS
+ ANALYZA ZLOMU DNA
- INKORPORACE BRDU
b =SE fKLIND
ENATURACE DNA

= =B




STUDIUM BUNECNYCH FUNKCI

* VIABILITA

« STANOVEN/ INTRACELULARNIHO PH

« ANALYZA ORGANEL A CYTOSKELETU

« STANOVEN| MEMBRANOVEHO POTENCIALU
« OXIDATIVNI VZPLANUTI

« STANOVENI INTRACELULARNIHO CA2+

« STANOVENI INTRACELULARNICH CYTOKINU



ANALYZA BUNECNEHO FENOTYPU

 IMUNOFENOTYPIZACE POMOCI CD ANTIGENU
« (DETEKCE DIFERENCIACNICH A NADOROVYCH MARKERU)
» DETEKCE CYTOKINOVYCH RECEPTORU
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& ANALYZA BUNECNEHO CYKLU

500 1200

1000 —

Cell number

G,M
S

u I T

I O I O B
200 400 0

DNA content DNA content




Q) ANALYZA KREVNICH BUNEK

250

Neutrophils

Side scatter oC Complexity

100 150 200

Forward scatter oC Size

Lymphocytes

)
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< DETEKCE MRD

100

CD58 FITC
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MNOHO DAT...

1

3 color

2

3

4

4 color

5

6

5

8

5 color

9

10

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

| 9

++

Log Fluorescence

QUADSTATS

| o

++

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

++

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

| o

++

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

QUADSTATS

Log Fluorescence

-

upraveng podle J.P.Robinson




DATA ANALYSIS €@ irfinicyt
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