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proteinovy
vzorek
komplexni

smeés peptidu
komplexni
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2D GE
multiD-LC

proteinove Cipy

proteinovy
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jednoduchy

MS
: MS/MS

smeés peptidu X ’

jednoducha databaze

identifikace charakterizace
modifikace

kvantifikace
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Proteomicky experiment

extrakce fokusace SDS-PAGE digest MS
S .
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identifikace neznamy

protein
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HOMOGENIZACE

* mechanicky
 ultrazvukem

e tlakem

e Zmrazenim / rozmrazenim
 detergentovou lyzi
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PRIPRAVA VZORKU

solubilizace mocovina, thiomocCovina, detergenty
redukce DTT, TBP
inhibice proteaz, fosfataz, glykosylaz

odstraneni kontaminant
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DETERGENTY

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

neionogenni
zwitterointove

SDS jen v nizkych koncentracich (do 0.25%)
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Zwitteriontove detergenty

C7BzO

ASB-14

CHAPS
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C7BzO
3-(4-Heptyl)phenyl-3-hydroxypropyl)dimethylammoniopropanesulfonate
CHAPS

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

ER — Fitngre 1. Structure of (7820,

Protein (mg)

CHAPS C7BzO
E.coli




OooOoDoOoOoDoOooOoOoonOao
DooDoOoDoOOoDoODODOOdOOnD
oooooODoOoOonOo
DopoDoOoDoOOooODOOdOnD
OooOoDoOoOoDoOooOoOoonOao
DooDoOoDoOOoDoODODOOdOOnD
oooooOooOooOonOo

MASARYKOVA UNIVERZITA www.muni.cz
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ZAKLADNI PRAVIDLA

» zabranit proteolyze

» jednoduchy postup

« cerstve reagencie

« Cerstvy vzorek

» odstranit pevne castice - centrifugace
= odstranit kontaminanty
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KONTAMINANTY

= soli, zbytky pufru

= malé endogenni molekuly
= jontove detergenty

= nukleove kyseliny

= polysacharidy

= lipidy

= fenolicke latky



OooooooooOoooo
oooDoooooooooan
ooooooooooonoo

coososcnonono  MASARYKOVA UNIVERZITA

oooDoooooooooan
ooooooooooooo

2-DE

* prvni rozmer

e druhy rozmer

Isoelectric point (pl)
|
pH 3 4 5 [ : 7 8 9 10
|
|
Anode - Cathode
(+) J (5]
b - ;’/J
nat charga (+2) () {-2)

SDS-PAGE

Second Dimension: Separation by size

www.muni.cz

Blotting Size el
i ST e,
o5 e
TRt
oR PR (R
dg g c sk
P A
o TR e T
Staining : e
i S
» Charge

Silver stain
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1. ROZMER IZOELEKTRICKA FOKUSACE

migrace nabitych ¢astic v gradientu pH v elektrickém poli

nel charge (+2) {0) {-2)
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IZOELEKTRICKA FOKUSACE

* imobilizovany pH gradient
« amfolyty
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ROZSAH STRIPU
ROZMER STRIPU
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—
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ROZSAH STRIPU
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EKVILIBRACE STRIPU
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EKVILIBRACE STRIPU

denaturace SDS o

]
»
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redukce DTT @ alkylace IAA -
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2. ROZMER SDS-PAGE

migrace aniontu v elektrickém poli podle MW

Second Dimension: Separation by size

R o |

Blotting

UL g
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Staining ; e
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Silver stain
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2-DE INSTRUMENTACE

Protean IEF

Protean Dodeca Cell
Densitometer GS-800
FLA-7000, STORM
PDQuest, Quantity One

Protean Plus Dodeca Cell Mini-Protean 3 Dodeca Cell Protean Il xi Cell
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DETEKCE PROTEINU

* gel x blot

e visualizace - Dbarveni
radioaktivita
Imunodetekce

|

!

e barveni v gelu ¢ po elektroforéze
e pred elektroforézou

e specificke pro protein
e specificke pro PTM

e viditelné spektrum
e fluorescence
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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

Size

Stribro Coomassie Sypro Ruby
0.6 ng (8 ng) 36 ng 1-4ng
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BARVENi PROTEINU
L I N EA R I TA Zavislost intenzily sifibra na konceniraci profeinu /.f,

- at
g -

£ y =0,2078x
R% = 10,9936

Zavizlost intenzily CCB na kencenlraci proleinu

) /. :l
/ ] o il ] w0 i 15 il il 1l M

) ¥ = 0,0214x Silver
. R* = 0,9936

rebat o objrih |

“‘A Zavislos! intenzity SYPRO ruby na koncentraci proleinu
1

a 20 am WL [ 1B xa 0 100

Colloidal CCB =

el T TR

SYPRO Ruby
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BARVENI PROTEINU - LINEARITA

Sypro Ruby

8000
7000 .-._.,,-“-
b Linear range A
= of silver stain Py
2 6000 - o
T P
c A
Q& 5000 A
L= e
E 3000 - f,r
2 2000 - yd
m -
E 1000 - yd
.-__.-'
I
ﬂ '£ 1 I T I T 1 1 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Protein Amount (ng)
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Ag Sypro Ruby
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ANALYZA OBRAZU

e kvalitativni
o kvantitativni
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2D or not 2D ?

» rozliseni

» vizualni aspekty

» multigelove jednotky

» dynamicky rozsah

« extremni proteiny (membranoveé,basicke...)
» reprodukovatelnost, image analyza

» citlivost barveni

= pracnost

= nesnadna automatizace

» postdigescni extrakce
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Different Platforms See Different Plasma Proteomes:

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

IDEMS * 46 proteins in all
e four lists
l;”/ ' * |95 proteins in 2
\\ or more lists
. * 1175 NR proteins
~ total
LCMS|

From: The Human Plasma Proteome: A Non-Redundant List Developed by Combination of Four P PI ™ 2 y
Separate Sources, N. L. Anderson et al, Malec. Cell Proteomics, 3: 311-326 (2004).
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MULTIDIMENZIONALNI CHROMATOGRAFIE

PRO = velkeé objemy vzorku
= moznost koncentrace na koloné
* membranove proteiny, basické proteiny
= neni nutno barvit
* peptidy — pfimé napojeni na MS
= gutomatizace

= vizualni aspekty ztraceny: pla Mr
» LC je sériova analyza
= GE muze bézet sou€asné pro vice vzorku

PROTI
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Difference Gel Electrophoresis DIGE

Protesn axtract Prevtein esctract 2 Progein extract 3
Labal with Cy2 Laksl with Cy3 Label with Cy5

L
i labeled extracts

$ Innage gel

. E;.F ]
P - "'-r ™
:‘».. :"}' 1 .‘lk_'

3 L ; -_.I - S
F & “.ﬂ i
;*IA_:‘*; |
| | ; |

Aralysis of difference |

T
5

P
Image anabysic

Irmage analysis 1
Ohvarlay images

I
Data quantification ] o
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Den 21 — pred klinickym projevem

MASARYKOVA UNIVERZITA

Biomarkery v lidske plasme

www.muni.cz

Den 44 — po klinickém projevu
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separace ——— identifikace

depletovana plasma ~vesikly kmenovych bunek
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{ DIGESCE
trypsin  Glu-C ~ Asp-N  thermolysin

MAVEPFPRRPITRPHASIEVDTSGTGGSAGSSE
KVFCLIGQAEGGEPNTVYELRNYAQAKRLFR
SGELLDAIELAWGSNPNYTAGRILAMRIEDAK
PASAEIGGLKITSKIYGNVANNIQVGLEKNTLS
DSLRLRVIFQDDRFNEVYDNIGNIFTIKYKGEE
ANATFSVEHDEETQKASRLVLKVGDQEVKSY
DLTGGAYDYTNAIITDINQLPDFEAKLSPFGD
KNLESSKLDKIENANIKDKAVYVKAVFGDLE
KQTAYNGIVSFEQLNAEGEVPSNVEVEAGEES
ATVTATSPIKTIEPFELTKLKGGTNGEPPATWA
DKLDKFAHEGGYYIVPLSSKQSVHAEVASFV
KERSDAGEPMRAIVGGGFNESKEQLFGRQAS
LSNPRVSLVANSGTFVMDDGRKNHVPAY MV
AVALGGLASGLEIGESITFKPLRVSSLDQIYESI
DLDELNENGIISIEFVRNRTNTFFRIVDDVTTEN
DKSDPVKAEMAVGEANDFLVSELKVQLEDQF
IGTRTINTSASIIKDFIQSYLGRKKRDNEIQDFP
AEDVQVIVEGNEARISMTVYPIRSFKKISVSLV

YKQQTLQA

» IN-GEL
* IN-SOLUTION

—

MS
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IDENTIFIKACE

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

* ionizator, analyzator, detektor
* hmotnost/naboj

 MALDI generuje ionty z pevné faze
« ESI generuje ionty z kapalné faze
Peptide fingerprinting
- =P databaze

v

identifikace

Mass spectrometer analysis
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DIGEST

BSA
v gelu
kompatibilni stribro

odbarveny gel

gel bez odbarveni
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KERATINY ! I Potlaceni ionizace

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

00000
00000
00000

00000
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GIGO
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GIGO

GARBAGE IN - GARBAGE OUT
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. PREFRAKCIONACE
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10'9 Really Is Wide Dynamic Range

Slide courtesy Bruno Domon, ETH Zurich
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prefrakcionace deplece/obohaceni

\ —

}

digesce
in-gel
. separace

smés peptidd RP-HPL.C nebo CE

MALDI-MS ESI-MS/MS

\

fragmentacni
spektrum

identifikace proteinu
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PP

The Phasma Proteome [nstitute

Fibrinogen

Transferrin ]7 IgA Total C4 Complement Complement Factor B
Alpha-2-Macroglobulin Ceruloplasmin

IgG Total IgM Total
/_ Alpha-1-Antitrypsin Factor H

/—03 Complement C1q Complement
C8 Complement

Prealbumin

C9 Complement

~— Haptoglobin
Lipoprotein(a)

Alpha-1-acid Glycoprotein

Apolipoprotein A-1
Apoclipoprotein B

90 - 99%
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DEPLECE

odstranéni abundantnich proteinu
HSA
IgG

. . ‘ o 3 *H5A and 26 Removal
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Lidska plazma - vazana frakce po afinitni depleci

ALBUMIN
IgG Barveni: CB G-250

| s A 2 ] _.____

. _ﬁ‘ ; ' <

v . - - W p—

Apolipoprotein
@®
)

albumin

Immunoglobulin kappa light chain Immunoglobulin light chain
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PREFRAKCIONACE PROTEOMINER

Apply sample Wash Elute

Proteins
oy

.ﬂ! il _
ProteoMiner ?.
beads :

.
@ 8 ® & L]
Flowthrough - e® @ . e Wash - = L Eluate
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PREFRAKCIONACE
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S ° Y 6270 Fraction
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Nﬁc 7.0-10.0 Fraction
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21 kDa
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#1 25 kDa
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GELOVA CHROMATOGRAFIE
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IIl. CENTRALNI LABORATOR
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CENTRALNI LABORATOR

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

— proteomicke techniky
— genomicke techniky

« vyuka - prednasky a prakticke kurzy
e Clenstvi v Association of Biomolecular Resource Facilities
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TECHNIKY V CENTRALNiI LABORATORI

* kapalinova chromatografie
« gelova elektroforéza

« analyza obrazu

« digesce proteinu

* hmotnostni spektrometrie

« minisklad reagencii pro molekularni biologii
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Soubor Uprgvy gobrazit EFejl't Zélgiky &éstroje Népogéda 0

Qil - | e @ ||_| file:Jffc: iDocuments ¥ 20and % 205ettings fImfr iDokumenty  DOCUMENT S/ zaloha) CL/FGP. htm V| @ Prejit @,

a' Mozilla Firefox ) Prehled zpra\-’ Starbovni stranka M., Startovri stranka ... | | Bio-Chem Valve Inc. ... | | labeling | | miniprotean leaking -... idos.cz - Wyhledat G... | | Vivasdience : Pratein... | | dstav imunologie Pet...

I ]
o
02 Oddéleni funk&ni genomiky a proteomiky
Masarykova univerzita, Plirodovedecka fakulta
Brno, Ceska republika i ,
(o J o g

¥yhledavani
—

OFGP SLUiBY
do O NAS Proteomické techniky
o Genomické techniky
S/ LKL Syntéza oligonukleotidd
da ¥YUKA Minisklad pro molekulérni biologii
do PUBLIKACE
o 4 PROTEOMICKE TECHNIKY
oo SPOLUPRACE i
% NOVINEY Jednorozmérna a dvojrozmérna multigelova elektroforéza (Bio-Rad)
9 Kapalinové chromatografy Ultimate {(Dionex-LC Packings)
& YOLNA MisTA Hmotnostni spektrometry Reflex I¥ a Esquire 2000 (Bruker)
- Mabizirme viechny kroky nutné ke zpracaovani vzorku - od izolace proteind a3 po iejich charakterizaci a
SLUZBY biinformatické zpracovani dat, Provddime solubilizaci vzorku, depleci abundantnich proteind,

prefrakcionaci, isoelektrickou fokusaci na imobilizovanych gradientech pH, separaci polyakrylamidovou
gelovou elektroforézou (1-DE, 2-DE), barveni po separaci v gelu, image anal¥zu, dale pak frakcionaci
a separaci kapalinowou chromatografii, proteinovou digesci (in-gel nebo in-solution) a MS analyzu
(MALDI-TOF MS a LCMSMS),

Kontaktni osoby

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

Zbynék Zdrdhal RNDr., Dr. 54949 1466 zdrahal@sci.muni.cz
54949 5258

& TECHNICKE

ZAZEMI Objednavkovy formulaf
° Cenik elektroforetickych separaci
motHEES Y Cenik MS analyz

sa KONTAKTY
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Tato prezentace vznikla s podporou projektu OP VK

www.muni.cz

,Rozvoj tymu pro vyuku, vyzkum a aplikace v oblasti funk¢ni genomiky a proteomiky*

(CZ.1.07/2.3.00/09.0132)

Dékuji za pozornost

Tento projekt je spolufinancovén Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpo&tem Ceské republiky.
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