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ANALYZOVANY MATERIAL priklad

Mammalian cell with mix
of proleins




PRIPRAVA VZORKU

solubilizace mocovina, thiomocovina, detergenty
redukce DTT, TBP
inhibice inhibitory proteaz, fosfataz, gykosylaz

odstranéni kontaminant
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DETERGENTY

zadny celkovy naboj
0.5-4%
pouzitelne ve vysokych koncentracich mocoviny

* neionogenni
« zwitterointoveé

SDS jen v nizkych koncentracich (do 0.25%)
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C7BzO
3-(4-Heptyl)phenyl-3-hydroxypropyl)dimethylammoniopropanesulfonate
CHAPS

3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate

Fitngre 1. Structure of C7Bz0.

Protein (mqg)

CHAPS C7BzO
E.coli




E.coli

CHAPS




ZAKLADNI PRAVIDLA

= zabranit proteolyze

= jednoduchy postup

= cerstve reagencie

= cerstvy vzorek

= odstranit pevné castice - centrifugace
= odstranit kontaminanty




KONTAMINANTY

= soli, zbytky pufru

= malé endogenni molekuly
= jontové detergenty

= nukleove kyseliny

= polysacharidy

= lipidy

= fenolicke latky




2-DE

° prvni rozmer

* druhy rozmer

IEF

Isoelectric point (pl)
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SDS-PAGE

Second Dimension: Separation by size

Blotting

OR

Staining

Silver stain




ROZSAH STRIPU

A 4

ROZMER STRIPU




ROZSAH STRIPU

pl 3-10 NL

pl 4 -7

o - : -
&~ s -.':.; . ) A
by - -"'-' # : -
2 " e
?. - B= 1 ‘H-‘
ol a . F - -“’
.' .
-
- ® - '
® .
L] # -
- .. -
10 pl4




1. ROZMER IZOELEKTRICKA FOKUSACE

migrace nabitych ¢astic v gradientu pH v elektrickém poli




IZOELEKTRICKA FOKUZACE

 imobilizovany pH gradient
« amfolyty







EKVILIBRACE STRIPU

denaturace SDS -

redukce DTT ® alkylace IAA -




2. ROZMER SDS-PAGE

migrace aniontu v elektrickém poli podle MW

Second Dimension: Separation by size
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DETEKCE PROTEINU

 gel x Dblot
e visualizace - barveni
- radioaktivita
- Imunodetekce
* barveni v gelu po elektroforéze

pred elektroforezou

specifickeé pro protein
specifické pro PTM

viditelné spektrum
fluorescence




Negativni barveni
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BARVENI PROTEINU V GELU

Coomassie Blue R-250, Coomassie Blue G-250
Stribro: kompatibilni s MS

nekompatibilni s MS
Sypro Ruby, Flamingo Pink, Lucy, Deep Purple
Pro-Q Diamond, Pro-Q Emerald

S 0.6 ng (8 ng) 36 ng 1-4ng
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Stribro b Chutiss Coomassie Sypro Ruby




BARVENI PROTEINU
LINEARITA
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BARVENI PROTEINU - LINEARITA
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Sypro Ruby




10'9 Really Is Wide Dynamic Range

Slide courtesy Bruno Domon, ETH Zurich
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Biomarkery v lidske plasme

Den 44 — po klinickem projevu

Den 21 — pred klinickym projevem
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DIGESCE
trypsin  GIlu-C  Asp-N  thermolysin

|

MAVEPFPRRPITRPHASIEVDTSGTGGSAGSSE
KVFCLIGQAEGGEPNTVYELRNYAQAKRLFRS
GELLDAIELAWGSNPNYTAGRILAMRIEDAKP
ASAEIGGLKITSKIY GNVANNIQVGLEKNTLSD
SLRLRVIFQDDRFNEVYDNIGNIFTIKYKGEEA
NATFSVEHDEETQKASRLVLKVGDQEVKSYD
LTGGAYDYTNAIITDINQLPDFEAKLSPFGDKN
LESSKLDKIENANIKDKAVY VKAVFGDLEKQT
AYNGIVSFEQLNAEGEVPSNVEVEAGEESATV
TATSPIKTIEPFELTKLKGGTNGEPPATWADKL
DKFAHEGGYYIVPLSSKQSVHAEVASFVKERS
DAGEPMRAIVGGGFNESKEQLFGRQASLSNPR
VSLVANSGTFVMDDGRKNHVPAYMVAVALGG
LASGLEIGESITFKPLRVSSLDQIYESIDLDELN
ENGIISIEFVRNRTNTFFRIVDDVTTENDKSDPV
KAEMAVGEANDFLVSELKVQLEDQFIGTRTIN
TSASIIKDFIQSYLGRKKRDNEIQDFPAEDVQVI
VEGNEARISMTVYPIRSFKKISVSLVYKQQTLQ
A

* IN-GEL
* IN-SOLUTION




IDENTIFIKACE

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

* ionizator, analyzator, detektor

* hmotnost/naboj

 MALDI generuje ionty z pevne faze

- ESI generuje ionty z kapalne faze

Protain Identification Peptide fingerprinting

‘ H H =p databaze

Mass spectrometer analysis

identifikace
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2D or not 2D ?

rozliseni

vizualni aspekty

multigelove jednotky

dynamicky rozsah

extrémni proteiny (membranove,basicke...)
reprodukovatelnost, image analyza
citlivost barveni

pracnost

nesnadna automatizace

postdigesCni extrakce




Difference Gel Electrophoresis DIGE

Protesn extrac Protein axtract 2 Frofein extract 3
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Different Platforms See Different Plasma Proteomes:

Small Overlap of Four Plasma Proteome Datasets
(Number of NR proteins)

46 proteins in all
four lists

f 141

195 proteins in 2

g\ % or more lists
AN 4 * 1175 NR proteins
- | total
o Lt
LCMS |
From: The Human Plasma Proteome: A Non-Redundant List Developed by Combination of Four P P ] \\u

Separate Sources, N. L. Anderson et al, Molec. Cell Proteomics, 3: 31 1-326 (2004).




Struktura naseho experimentu

* pfiprava vzorku
* 1. dimenze: IEF

2. dimenze: SDS-PAGE

 barveni proteinu

« obrazova analyza

* in-gel digesce

rehydratace IPG stripu (pasivni, se vzorkem)
izoelektricka fokusace

priprava gelu

ekvilibrace IPG stripu v SDS pufru

prenos IPG stripu na povrch gelu

elektroforéza

« analyza proteolytického digestu hmotnostni spektrometrii

- databaze — urceni identity proteinu




Tak by meéela vypadat vase separace...
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KERATINY ! I I Potlaceni ionizace

alpha-1-antiproteinase, antitrypsin Score 83
potvrzeno na MALDI-TOF/TOF MS Score 239
Neoznaclené piky: keratiny nebo autolyza trypsinu
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GIGO




GIGO

GARBAGE IN - GARBAGE OUT
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PREFRAKCIONACE




_EmEm

prefrakcionace deplece/obohaceni

\ L

|

digesce
in-gel
N separace

smés peptidu RP-HPLC nebo CE

MALDI-MS ESI-MS/MS

v

fragmentacni
spektrum

identifikace proteinu
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proteomic techniques
Total Cost: $10,695
per sample

lDynami(; ran%;a of single

iy

Classical Plasma Proteins

Tissue Leakage

'l
-

—

—
—
—

o o @ M~ o Lo = ] o —
jr=n}

Jwy/6d ul uonenuasuo) 6o
saouepunqgy abuey |[ewioN

o

SuUpnS U
GLIDINE e L
Ol-une & |
Z1-unneeiu|
Bleg |-ubnsjsu)|
BLUIWLES) LGS Ialu|
eydpy-Jnl
F-upinepsu|
gupnapEuU|
ey U ieu|
4808

Io19E - Bnest|
eydie |-dIW
g-upnapsu|

| uniuedon |

B1aq L-dIN

B L -UDnepeu)|

esgE|dsoyd poY o

usBnuy supedg-ele >
supiold Buipuig-4N

uRoldole-ey :
epnded-0

esg|ou3 aupeds-uoiien]
usiusfdilo T BG 7

Wdl

ungoBoasy |
uqo|Bokp

xedwod g-a50s
sauey

unLus o

W odd Jusuadwo) BgD
weawbel] qg

ualold BALIEELD)
UEold JOosiNdald SnNQUUoJL) |
upPold Jwwsdwos Z3
unnNqolD Buipulg Uiy
qgn

uiold Bupug jouney

| Jooed Juawadwos
wews|dwoed £2
JuBUedweD 90
QYU LD

as

uaBoLLLEE|d
wewsa|dwod 53
Wews|dwod g
ewediued b
wRwaEdwod) 573
unung|eald

g Jojoed Juswaydwol)
wawa|dwo? v
upusedopua)

H JooEeS

{Ejuisioudodr
uEoidooksy proe- L-eydyy
8 usjosdodjody

1-v usiadodipody
ugoBodey
wewes|dwod 0
ursdAnnuy- L-eydpyy
el Wi
upnqoyBonepn-z-eydyy
=0l wi|

uebouugid

UpISsSURS |

le10l O

unungpy

nqojowsaH,




PREFRAKCIONACE

MicroRotofor




PREFRAKCIONACE
MIKRO ROZSAHY

Unfractionated
5 200 kDa
= - ‘ 55 kDa
; 21 kDa
-' 2.5 kDa
3 10

e

&
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4.6 10
3.0-4.6 Fraction

6.2
6.2-7.0 Fraction

7
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5.4 6.2 7
5.4-6.2 Fraction

6

Fi
7.0-10.0 Fraction
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PPI™

he Plasma Proteome Institute

Fibrinogen
Transferrin [ IgA Total C4 Complement Complement Factor B
/7 Alpha-2-Macroglobulin Ceruloplasmin
[ IgM Total
Alpha-1-Antitrypsin Factor H

/—EB Complement C1q Complement
C8 Complement

IgG Total Prealbumin

C9 Complement

~— Haptoglobin
Lipoprotein(a)

Alpha-1-acid Glycoprotein

Apolipoprotein A-1
Apolipoprotein B

90 - 99%




DEPLECE

odstranéni abundantnich proteinu

HSA
IgG

- Before

il

Vivapure Kit

M 3 *HEA and Ig6 Remaoval




Deplece
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Lidska plazma - vazana frakce po afinitni depleci

ALBUMIN
IgG Barveni: CB G-250
.-hn il -“ | e, e &
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Apolipoprotein

albumin

Immunoglobulin kappa light chain

Immunoglobulin light chain




GELOVA CHROMATOGRAFIE
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1. CENTRALNI LABORATOR




CENTRALNI LABORATOR

pristup k pokrocCilym technologiim na bazi sdilené
instrumentace a jeji kvalifikované obsluhy

— proteomicke techniky
— genomicke techniky

vyuka - prednasky a praktické kurzy
Clenstvi v Association of Biomolecular Resource Facilities




TECHNIKY V CENTRALNIi LABORATORI

sekvenovani a fragmentacni analyza DNA
syntéza a purifikace oligonukleotidu

kapalinova chromatografie
gelova elektroforeza
analyza obrazu

digesce proteinu
hmotnostni spektrometrie

minisklad reagencii pro molekularni bioloqii




RESENE PROJEKTY
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kvasinky
prumyslovy
vyznam
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http://www.sci.muni.cz/FGP
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©°  Oddéleni funkéni genomiky a proteomiky

Masarykova univerzita, Prirodovédecka fakulta
Brmo, Ceskd republika

¥yhledavani
—

YYZEUM

. YYUKA

PUBLIKACE
SPOLUPRACE
NOYINKY
YOLNA MIsTA
SLUZBY

o TECHNICKE

ZAZEMI
ODKAZY
KONTAETY

SLuiBpY

Proteomické techniky
Genomické techniky

Synteza oligonukleotidd
Minisklad pro molekularni biologii

PROTEOMICKE TECHNIKY

Jednorozmérnd a dvojrozmérna multigelova elektroforéza (Bio-Rad)

Kapalinové chromatografy Ultimate (Dionex-LC Packings)

Hmotnostni spektrometry Reflex I¥Y a Esquire 2000 (Bruker)

Mabizime vEechny kroky nutné ke zpracovani wzorku - od izolace proteind a¥ po jejich charakterizaci a
bininformatické zpracovéani dat. Provadime solubilizaci wzorku, depleci abundantnich proteind,
prefrakcionaci, isoelektrickou folusaci na imobilizovanych gradientech pH, separaci polyakrylamidovou
gelovou elektroforézou (1-DE, 2-DE), barven po separaci v gelu, image analyzu, dale pak frakcionac
a separaci kapalinovou chromatografii, proteinovou digesci (in-gel nebo in-solution) a M5 analizu
(MALDI-TOF M2 a LCMEME],

Kontaktn osoby

Hana Koneénd, RMOF, 54949 5050 hanak@sci.muni.cz
54949 1465

Zbynék Zdrahal RNDr,, Dr, 54949 1466 zdrahal@sci.rmuni.cz
54949 G258

Objednavkovy formulaf
Cenik elektroforetickych separaci

Cenik MS analyz

DNA SEKYENDYANT A FRAGMENTACNE ANALYZA

Geneticky analyzator DNA ABI PRISM 310, Perkin Elmer

Automatické stanoveni sekvence nukleotidd DMA metodou kapildrni elektroforézy < laseravim
detektorem, Z jednoho stanoveni je ebyykle ditelnych 450 - 600 bazi, Wykonnost pFistroje; a2 4
500 bazifden. Dalsi aplikaci je stanoveni délek fragmentd DNA, které je zdkladem Fady
rnolekuldrné-genetickéch analjz pfi charakterizaci genomowich lokusd nové izalovanych gend
charakterizaci mutaci a urdovdni piibuzenskyich wetahl mezi jedinci, Kapacita a® 825 genotypd
denné.

PFectéte si, prosim, pravidla sluZby sekvenovani.

Kontaktni osoba

Eva Padérovd MSc. 54949 £341 paderova@sci.muni.cz
54049 2517

Objednavkovy formulaf pro selkvenac DMNA, %




