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Proteomika - disciplina zabyvajici se analyzou proteomu

1

v v @@

=

transkripce translace Posttranslacni uapravy
posttranskripcni dpravy posttranslacni modifikace
(alternativni sestrih aj.) (fosforylace, glykosylace aj.)

Proteinové komplexy

@ 2z kazdého genu muze vzniknout nékolik proteinu, resp. jejich

forem, které nelze indikovat na zakladé analyzy DNA resp. mRNA Metabolomika

@ neexistuje pfima korelace mezi obsahem mRNA a vyslednym
obsahem proteinu



Analyza proteomu

charakterizace vsech proteinu
vcetné vsech jejich forem v bunce
(tkani, organizmu) v daném case
za danych podminek

The Desperate Man, Gt ~ Courbet, 1844-45




Uskali analyzy proteomu

10'° Really Is Wide Dynamic Range
(Here on a linear scale) g
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Slide courtesy Bruno Domon, ETH Zurich



http://www.expasy.org/sprot/hpi/hpi_desc.html
http://www.expasy.org/sprot/hpi/hpi_desc.html
http://www.expasy.org/sprot/hpi/hpi_desc.html
http://www.expasy.org/sprot/hpi/hpi_desc.html
http://www.expasy.org/sprot/hpi/hpi_desc.html

Struktura proteint

[

Primarni struktura (poradi aminokyselin):
ALEEKYGGFLDKSHKSIVEDYTYFAKVCFDNFGDKVKNWLTFNEPQTFTSFSYGTGVFAP

GRCSPGLDCAYPTGNSLVEPYTAGHNILLAHAEAVDLYN...

\

J

Sekundarni struktura (vodikové miistky)

Terciarni struktura (skladani)
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Kvarterni struktura (asociace podjednotek)




Narust znalosti genomu
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https://gold.jgi.doe.gov/

Moznosti hmotnostni spektrometrie

Zdkladni ukoly MS v analyze proteinii:

Urceni hmotnosti intaktnich proteintu
Identifikace proteint (proteinové komplexy)
Urceni druhu a mista posttranslaéni modifikace
Kvantifikace proteint

MS imaging

e © © e @ ¢

Studium prostorové struktury (komplementarni k NMR)

Otec hmotnostni spektrometrie J.J. Thomson,
Nobelova cena za fyziku, 1906









Hmotnostni spektrometrie (MS)

Princip metody:

Zdkladni operace:

Vysledek:

a.i.

@ mcéfeni poméeru m/z iontl analyzované latky
m - hmotnost iontu
z — pocet nabojii

# 1onizace molekul analyzované latky
@ separace iontl podle jejich m/z
@ detekce ionti

vakuum vakuum

: 4 —p1 Detektor
zdroj analyzator

1
1
1
|
: Iontovy Hmotnostni
:
1
1

@ hmotnostni spektrum - zavislost intenzity iontl na jejich m/z
takto urc¢eni hmotnosti ionti,
v ptipad¢ molekuldrniho iontu
hmotnost celé molekuly

2955 m/z

Pozn. Kromé vybranych typii ionizace, vsechny kroky MS analyzy probihaji ve vakuu, aby bylo zamezeno
nechtenym srazkam analyzovanych iontii po ceste ze zdroje do detektoru (stredni volna draha molekul)



Prilom v MS proteinu

Nové ,,Setrné* ioniza¢ni techniky (polovina 80. let 20. stoleti)

zéakladni pfedpoklad pro Siroke vyuziti MS pro analyzu biomolekul
(Nobelova cena 2002)

Koichi Tanaka
Shimadzu Corp., Kyoto, Japan

MALDI

ionizace laserovou desorpci za ucasti matrice

KARAS M., HILLENKAMP F.

Laser Desorption lonization of Proteins with Molecular Masses
Exceeding 10000 Daltons

Anal. Chem., 60 (20): 2299-2301 (1988) John B. Fenn

Virginia Commonwealth University,

E SI Richmond, USA

ionizace elektrosprejem



Hmotnostni spektrometrie proteintu

v soucasnosti nejrozsirenéjsi technika pro charakterizaci proteinu

MALDI
nejcastéji v kombinaci s priletovym hmotnostnim analyzatorem — TOF

(matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry)
MALDI - TOF MS
MALDI - TOF/TOF MS

ESI
standardné v kombinaci s iontovou pasti — I'T
(electrospray ion trap mass spectrometry)

ESI - IT MS
QQQ, Q-TOF, Q-LIT, ICR, Orbitrap ....



MALDI-TOF MS analyza

matrice je nizkomolekularni latka schopna absorpce laserového zateni
napr. kyselina dihydroxybenzoova (pro UV laser)

Priprava vzorku:

» vzorek proteinu je smichan s nadbytkem matrice

» smes je nanesena na vzorkovaci desti¢ku a necha se zaschnout
» vzniknou smésné¢ krystaly matrice se vzorkem

» vlastni MS analyza

stedeh T ——

> Setrna ionizace bez fragmentace
» Jednoducha spektra
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Vzorkovaci desticka pro MALDI-MS




Desorption-ionization process
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pictures by courtesy of Dr. Sauerland (Bruker)



Pruletovy analyzator (Time-of-Flight, TOF)

Separuje ionty dle doby letu analyzatorem, Cas je pak prepoc¢ten na hmotnost

E=1Y mv2 E — energie iontu
V= g/t m — hmotnost iontu
v —rychlost iontu
s —draha letu
t —doba letu iontu

Tontiim je po ionizaci udé€lena stejna kineticka energie; soucasné vstupuji do
trubice analyzatoru a méfti se jejich Cas dopadu na detektor

m<m, <

MALDI 3
zdroj P

v

Start Cil



MALDI - MS/MS

MALDI-TOF/TOF hmotnostni spektrometr Ultraflex III (Bruker)
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MALDI-MS profilovani
Identifikace mikroorganizmi pomoci MALDI-MS

kultivace
& ow
extrakce
peptidu/proteinu

[TV II,‘Ju "
MALDI MS
(3 - 20 kDa) \

identifik ik ' | |

identifikace mikroorganizmu Y

9 PCA analyza

taxonomie databaze MALDI MS profilu



MALDI-MS profilovani
MALDI-MS spektra (profily) vybranych bakterii

9500 | Sphingomonas paucimobilis
2000 T
1 s hydrophila
- MJW
s aeruginosa
1000
| S P IV Y R SV
500 ° Alcaligenes faecalis -

o \ \ \ w \ w I w T \ i T T f ‘

5000 7000 9000 11000 m/z




MALDI-MS profilovani
Grafické vyjadreni podobnosti MALDI-MS profili bakterii

Staphylococcus saprophyticus CCM 3317 CCM

N s - A
I

Staphylococcus epidermidis CCM 7221 CCM

Staphylococcus epidermidis CCM 2446 CCM
Staphylococcus epidermidis CCM 2124 CCM
= Pepiostrepiococcus anaerobius CCM 3700 CCM
Serratia rubidaea CCM 3412 CCM

Streptococcus mitis CCM 7411 CCM

Finegoldia magna CCM 3785 CCM

I Corynebacterium urealyticum CCM 4186 CCM
Corynebacterium urealyticum CCM 3976 CCM

Corynebacterium urealyticum CCM 3975 CCM
Corynebacterium pilosum CCM 6140 CCM

Campylobacter jejuni ssp jejuni CCM 7212 CCM
Campylobacter jejuni CCM 6214 CCM

Campylobacter jejuni ssp jejuni CCM 6191 CCM

Campylobacter jejuni ssp jejuni CCM 6189 CCM

Campylobacter coli CCM 6211 CCM
Campylobacter fetus subsp fetus CCM 5682 CCM

: Campylobacter fetus subsp fetus CCM 6210 CCM
Campylobacter fetus subsp fetus CCM 5683 CCM

| | _I‘_I‘_I_‘I_‘I_‘I_I‘_I‘_I_‘I_I_I_I_I_I_I_I_

1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0
Distance Level

L. Tvrzovd, A. Teshim, I. Sedlacek, M. Lexa, A. Vordac, O. Sedo, A. Kostrzewa, T. Meier



ESI ionizace

Priprava vzorku:
» vzorek je v roztoku
» roztok je pak davkovan pres vstupni kapilaru do iontového zdroje

lonizace vzorku:

4+ roztok vzorku je vstupni kapilarou zmlzovan v komote iontového zdroje
za atmosferického tlaku

4+ 1onizace probiha ve spreji piisobenim vloZeného elektrick€ho napéti

4+ vznikaji nabité kapicky kapaliny, které béhem odparovani prechazi na
vicendsobné nabité ionty

4+ 1onty jsou pak vtazeny do vakuové ¢asti spektrometru pfechodovou
kapilarou a dale analyzovany

> Setrna ionizace bez fragmentace N
» vicenasobné nabité ionty @
\ .

LC - kapalinova chromatografie; CE - kapilarni elektroforéza ®



Iontova past

MS scan
Méreni hmotnosti resp. m/z analyzovanych iontt

9

zachyceni iontl

@ postupne vypuzovani iontil z pasti podle m/z
@ detekce iontil

MS/MS scan
Analyza fragmentu vybranych iontu

2

e O @

zachyceni iontl

vypuzeni vSech iontil z pasti mimo ionti s poZzadovanym m/z
excitace a fragmentace vybranych ionti

detekce fragmenti (dcetfinnych 1onti)




ESI-MS spektrum proteinu

myoglobin (MW 16 951)

= S n+15*
100 Ba3 2 2.1 2
(a) 1060.5 iy i
B4S6 1E31.1 /_,-fm?
] 12118
+21 o 412
Bla s
.L_ 141365
a L Py S L Pt ‘ . Al : ' : I .
(a8 Fd o B0 D00 L W) 1100 1200 1300 T 1500 T
TESET 1
1O
)
transformace spektra
Im'z AE200 &S00 &S00 15800 17000 17200 1740 1700 17800
bb
Mass o M. of PMolecular
Charge Ratio {myz} charges [(n) MMass (FRMMMY
1542.04 11 16951 .40
1413.59 12 15950.95
1304.93 13 16950, .94
1211 .80 1 156951 .11
1131.12 15 16951 62
1060, 45 16 16951.26
558.11 17 16950.67
4275 15 16951 .30
B23.15 19 1695%0.71
84857 20 16951 25
205.21 21 16951.14
FFL.AD 22 16950,72
Mean 16951 .0%

5.0, +00.30



MS/MS peptidu

¢ peptidy jako polymerni latky jsou spojeny peptidovou vazbou
% pfi fragmentaci je peptid Stépen prednostné na peptidové vazbe a to tak, ze v
1dealnim piipadé dojde k rozstépeni vSech peptidovych vazeb, takze vznikne

soubor fragmentu s jednou, dvéma, tfemi ... aminokyselinami,
z rozdill v m/z (resp. hmotnosti) ,,sousednich fragmenti‘ 1ze odvodit druh

aminokyseliny
¢ vznikaji predikovatelné serie iontti (b —y, a— X, ¢ — z), které 1ze snadno ze znamé

sekvence peptidu odvodit

ST T T
HIN-C-C-NH-C—C*

! I
Ho Hol Ho H+ “ 2
HQN—(.|':-§-C-§NH§—(|3-§-C-§NH§—(|3—C—OH
R IR R

X Y2 & X ¥ g |1l ||
*H,N~C~C~NH-C-C—OH

\—/’/» yE | |
R2 R3

Schema fragmentace tripeptidu



MS vs MS/MS

MS peptidi ‘

MS/MS peptidi

N-terminus C-terminus

AM — AA

b- ion serie 4'_
b @) |
I I

b, @@ +
. 000
b, @-@-@-@

fragmentacni mapy pro jednotlivé peptidy

y- ion serie
+

:
:

:
:
:

E=

1

=
w

ot
.+,
:



ESI-MS a MS/MS peptidu (MW 1148.5)

Intens.
x105

Intens.
x104

1-5-: MS analyza

lze urcit hmotnost

351.1 4033

300 400

+MS, 32.7-32.8min (#1012-#1014)

575.2
L 3
- Dvojnasobné& nabity ion peptidu
vybran pro fragmentaci
685.6
598.8
795.7 891.2
625.0
4737 536.1 829.9 937.3
744.3
986.5
\ M l‘ ALY L, v\ AR 10 LT | “ b I ) \| ) ) ‘ ‘ AL A T
500 600 700 800 900 1000

1096.5

|
m/z

MS/MS analyza

185.0

100 200 300

1ze urcit aminokyselinové slozeni, jejich potadi

365.1

+MS2(575.2), 32.8-32.8min (#1013#1015)

937.3

E T \% E N

PP — > —>

1003.4
456.0 5931 694.4 823.2
555.6 786.6 l 1047.3
y Ih > ll x Il — I‘ Il A , Il . Ih e .
400 500 600 700 800 200 1000 m/z







LC-MS/MS

ESI-QTOF hmotnostni spektrometr Impact II (Bruker) spojeny s kapalinovym chromatografem
Ultimate 3000 RSLCnano (Dionex)
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Krevni plazma
(3500 — 9000 proteint ??)

deplece 0. rozmér
2 frakce
1. rozmér
20 frakei
2. rozmeér

1600 frakci

3/4. rozmér

oo frakel

from H. Wang, Molecular & Cellular Proteomics, 2005, 4, 618—625.






Identifikace proteini hmotnostni spektrometrii

bottom up top down

o L _ &
separace separace
digesce

(specifickou proteazou)

o 4G

< B

MS

MS/MS MS/MS
Bl = fragmentace
Smési peptidu

. B

Identifikace (DB prohledavani, de novo)



Identifikace proteinu pomoci MS
bottom up

Standardni postupy:
peptidové mapovani

Specifické Srovnani

Separace ,
roteolytické eptidové ma
proteiniy "™ = ey ™ E————

Gelova elektroforéza
MALDI-TOF MS

L %
Kapalinova chromatografie

MS/MS lon Search

Srovnani fragmenti

Iednotllvich ieitldu

Specifické Separace

iroteolitlcke na§téieni’ch ‘ MS/MS ‘

Kapalinovéa chromatografie LC-MS/MS
Kapilarni elektroforéza MALDI-MS/MS




Priklad identifikace proteinu pomoci peptidového mapovani
(peptide mass fingerprinting, peptide mapping)

Mggré xarianta



Separace proteinové smési pomoci dvojrozmérné gelové elektroforézy
1. rozmér Isoelektricky bod = = m—

E———— =
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Proteolytické Stépeni (digesce)

enzymatické Stépeni proteinu na soubor peptidi specifickou proteazou

Trypsin

Stépi vZdy za lysinem (K) a argininem (R), pokud neni nasledujici aminokyselina prolin

ONGVOMLSPSEIPQRDWFPSDFTFGAATSAYQIEGAWNEDGKGESNWDHFCHNHPERILD
GSNSDIGANSYHMYKTDVRLLKEMGMDAYRFSISWPRILPKGTKEGGINPDGIKYYRNLI

NLLLENGIEP

ONGVOMLSPSEIPQR 1-15
DWFPSDFTFGAATSAYQIEGAWNEDGK 16-42
GESNWDHFCHNHPER 43-57
ILDGSNSDIGANSYHMYK 58-75
TDVR Specifické 76-79

proteolytické

Soubor hmotnosti takto vzniklych peptidi (peptidova mapa) je charakteristicky pro

dany protein podobné jako otisk palce pro ¢lovéka

IRGS S
30440
el
1984.
- 2

1864

490

848
S

Nl

Da
Da
Da
Da
Da



250 07
200 0
150 0
100 0

5007

MALDI - TOF MS peptidi po digesci proteinu

1508 747

MS

1775.949 |0Io

1817.843
1626.730
2623.209
£bed 20y
1832 .980 1874 .865
3000.166
2564.209 -
2217.074
e
15 & 786 J 2878 .310
SeE iRl 2680.217

T T T T T T T T T T T T T T T
1600 2100 2600 m/z

MS spektrum obsahuje hmotnosti peptidi vzniklych digesci vybraného proteinu



Identifikace proteinu — peptidové mapovani
databazové prohledavani

Nameéiena peptidova mapa (soubor hmotnosti peptidii vzniklych digesci
analyzovane¢ho proteinu) je prohledavana proti databazi proteinovych
sekvenci.

Prohledavaci program si vytvari teoretickou peptidovou mapu od kazdé
proteinove sekvence v databazi (dle pouZité protedzy) a postupné je
srovnava s experimentalné namétenou peptidovou mapou naseho
analyzovaného proteinu.

Vysledkem prohledavani je zebticek proteinti s nejpodobnéjSimi
peptidovymi mapami. Mira shodnosti je vyjadiena tvz. skore, vSechny
proteiny s hodnotou skore vys$i neZ limitni jsou programem
povazovany za identifikované.

Srovnani
peptidové mapy



Mascot Search Results

Limitni skore = 58

Vysledek databazového prohledavani
peptidové mapovani
Database : MSDB 20021127 (1019653 sequences)

Timestamp : 26 Jan 2003 at 10:36:50 GMT

Top Score : 165 for S18600, glutamate-ammonia ligase ....

T -'|_|

10y 150

Probability Based Mowse Score

1. S18600 Mass: 47780
glutamate-ammonia ligase (EC 6.3.1.2) precursor, chloroplast (clone lambdaAtgsl1) - Arabidopsis thaliana
Peptides matched: 7

2.S32228

Mass: 47714

Sequence Coverage: 44%

1
51
101
151
201
251
301
351
401

MAQILAASPT
ALQSDNSTVN
PVEDPSELPK
DTWTPAGEPI
LGWPVGAFPG
VMPGQWEFQV
WNGAGCHTNY
TGKHETASID
VTSLLAETTL

CQMRVPKHSS
RVETLLNLDT
WNYDGSSTGQ
PTNKRAKAAE
PQGPYYCGVG
GPSVGIDAGD
STKSMREEGG
QFSWGVANRG
LWEPTLEAEA

Total score: 165

Total score: 76
glutamate-ammonia ligase (EC 6.3.1.2) precursor - rape - Brassica napus

VIASSSKLWS
KPYSDRIIAE
APGEDSEVIL
IFSNKKVSGE
ADKIWGRDIS
HVWCARYLLE
FEVIKKAILN
CSIRVGRDTE
LAAQKLSLNV

SVVLKQKKQS
YIWIGGSGID
YPQATIFRDPF
VPWFGIEQEY
DAHYKACLYA
RITEQAGVVL
LSLRHKEHIS
AKGKGYLEDR

Skore

Peptides matched: 12

Srovnani

peptidové mapy

NNKVRGFRVL
LRSKSRTIEK
RGGNNILVIC
TLLQONVKWP
GINISGTNGE
TLDPKPIEGD
AYGEGNERRL
RPASNMDPYTI

www.martrixscience.com

Cervené jsou vyznaceny useky sekvence odpovidajici pfifazenym peptidim z namétené peptidové mapy



Identifikace na zakladé MS dat vs MS/MS

§X104 1675.878
% 1.2 —
s | MALDI MS/MS - fragmenta¢ni mapa peptidu o [M+H]* 1675.9
702.028
1.0
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g MALDI MS — peptidova map __|
E
1.0 7
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0.6 1
175.015
0.8 iz
4
1675.87
1287.59 474.974 588.997
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Priklad identifikace proteinu pomoci LC-MS/MS



Proteolytické Stépeni

Specifické
proteolytické

Na rozdil od ,,modré varianty* tentokrat je enzymaticky Stépena cela smés
proteinii najednou, opét za pouziti specifické proteazy (obvykle trypsin).

Takto vznikla smés peptidii je pak separovana a podrobena MS/MS analyze.



Separace peptidu tryptického digestu smési proteinu

Intens.
x107
Separace
5 nastépenych
‘S
2_
-7 7T 71T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 Time [min]

Digest vzorku lidské plazmy separovany kapalinovou chromatografii spojenou s hmotnostni

spektrometrii (LC-MS/MS)




Intens.
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MS/MS spektrum obsahuje fragmenty peptidu vzniklé kolizni disociaci v iontové pasti.
Fragmenty nesou specifickou informaci o sekvenci peptidu.




Identifikace proteinu — MS/MS
databazové prohledavani

Nameéfene fragmentaéni mapy (soubory hmotnosti fragmenti vzniklych
pti kolizni disociaci jednotlivych peptidll) jsou prohledavany proti
databazi proteinovych sekvenci.

Prohledavaci program si vytvaii teoretickou peptidovou mapu
proteinove sekvence v databazi, po té si od kazdého peptidu piislusné
peptidove mapy ptipravi teoretickou fragmentacni mapu a postupné je
srovnava s experimentalné namérenymi fragmentacnimi mapami
analyzovanych peptidi. Takto to provede pro kazdou proteinovou
sekvenci v databazi.

Pro kazdy ptitazeny peptid (MS/MS spektrum) je spocitano
individualni skore, hodnota skore vyssi nez limitni urcuje signifikantni
shodu mezi teoretickou a naméfenou fragmentacni mapou.

Mira shodnosti proteinu je vyjadirena celkovym skore, ktere je
odvozeno z individualnich skore peptida pfifazenych danému proteinu.

Srovnani fragmenti
jednotlivych peptida



Vysledek databazového prohledavani

Mascot Search Results MS/MS
Database : SwissProt 51.2 (243975 sequences; 89639744 residues)
Taxonomy : Homo sapiens (human) (15175 sequences)

Number of Hits

Timestamp : 16 Dec 2006 at 16:05:59 GMT
Significant hits: AACT_HUMAN Alpha-1-antichymotrypsin precursor (ACT) —
Homo sapiens

Limitni skore = 35 Srovnani fragmenti
/ jednotlivych peptidi

T T
40 1) g 1o

Probability Baszed Mowse Score CelkOVé SkOl'e

Peptide Summary Report /

1. AACT_HUMAN Mass: 47621 Score: 99  Queries matched: 1
Alpha-1-antichymotrypsin precursor (ACT) Homo sapiens (Human)

Query Observed Mr(expt) Mr(calc) Delta Miss Score Expect Rank Peptide
1 608.3000 1214.5854 1214.7234 -0.1380 0 99 2.2¢-08 1 K.ITLLSALVETR.T

Individualni skore peptidu

Diky variabilité primarni struktury proteinti 1ze urcit jejich “identitu” na zékladé
fragmentace (MS/MS spektra) jediného peptidu.



Vyhodnocené MS/MS spektrum

[Abs-rt-*1000]
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Z rozdila m/z (resp. hmotnosti) mezi sousednimi ionty ptislusné serie (b, y) lze zjistit
identitu jednotlivych aminokyselin 1 jejich potadi.



A draft map of the human proteome
Min-Sik Kim et al., Nature 509, 575-581 doi:10.1038/nature13302
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Charakterizace posttranslatnich modifikaci




Charakterizace modifikaci proteinu
Druhy modifikaci:

¥ mutace (izoformy proteind)
@ chemickeé (oxidace, adukty farmak aj.)
#l posttranslacni (fosforylace, glykosylace aj.)

Moznosti MS pri analyze modifikaci proteint

# druh modifikace
# vazebné misto

# uroven

@ uprava vzorki (frakcionace, enzym. odbouravani aj.)
@ specialni MS/MS techniky

UZitecny prehled modifikaci.:
DeltaMass
ExPASy -


http://www.abrf.org/index.cfm/dm.home
http://www.expasy.ch/

Hlavni faktory ovliviujici analyzu PTMs

veétSina PTMs je v minoritnim mnozstvi (ve srovnani
s nemodifikovanou slozkou)

nékteré PTMs jsou nestdle béhem pripravy vzorku Ci
béhem MS analyzy

obvykle nelze analyzovat vice typu PTMs soucasné
(v ramci jedné analyzy)




2500

20400

1570

1040

500

MALDI-MS

1075.478
A3 oehit)

1155.453
113k, aad

80 Da

—~

Fosforylace

2.0

1.5

1.0]
050

T T T
1070 1120 1170

m/z 0.5

(020

53875
40Da  ESI-MS
= <=
668.3
4 5280 Clos 11554
185.0 B85 * ol E 15 mathfqux M NI 8735059" al 1(?76'1\‘ H. L
200 400 600 800 1900 208/2

Teo ESI-MS/MS

—— 756.35 c7
Am/z =87
796.34
c7

S

phos

923 .34
z+1 8

Am/z =167




Charakterizace fosforylaci Dishevelled proteini
(V. Bryja, FS, MU)

-+
lyze N in-gel digesce _ TiO, frakcionace
R 2

kultivace SDS-PAGE peptidy fosfopeptidy LC-MS/MS

*—I

Zpracovani dat
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Phosphorylation
dynamics after CK1e

I incuced

A > 50 phosphosites
L T
Mosthy in induced
o IR T I
PDX

300

Constitutive

hDvi2

ﬁqmm | ] = 1 | ] - —
Significant

I in=ignificant

Bernatik et al., J. Biol. Chem., 2014



Globalni analyza fosfoproteomu

zmény béehem bunécného cyklu

Olsen J.V. et al., Sci. Signal., 3 (104) ra3 (2010)

@ quantified 6027 proteins

i quantified 20,443 unique phosphorylation sites

- HELA bunky
- SILAC znaceni

- TiO, frakcionace
- LC-MS/MS (Orbitrap)

A

Regulated M phase Regulated S phase
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Ribosome biogenesis [~ Matabalic processes
e [IMMILME response

RNA elongation

Cytokinesis
Actin cytoskelatal

L

Macromolecular
—  biosynthesis
Amino adid
biosynthesis

DMA replication
Chromosome condensation
=

Anti-apoptosis

— Muclear Export
Muclear transport
RNA export

DNA processing
P=DNA damage response
Stress response

Endosome transport
[~ RNA splicing/processing

Gene Ontology biological process

]|

—

Cell cycle

Protein ubiguitination
M phase

[~ Mitasis

Requlation of metabolic
processes

I\

I Ribosome biogenesis

The panels show the phenotypic phosphoproteome comparison organized by GO biological process for
mitotic (left) and S phase (right) cells. Proteins involved in metabolic processes have high-occupancy
phosphorylation sites during mitosis, but low-occupancy sites during S phase (color scale: yellow, high
overrepresentation; dark blue, high underrepresentation).






Kvantifikace proteinu pomoci MS

metody s vyuZitim izotopicky znacenych sloucenin
@ absolutni kvantifikace
(pridavek interniho standardu o znamé koncentraci)

@ relativni kvantifikace
(porovnani zmény exprese proteinu ve dvou ¢i vice vzorcich
pomoci znacek o rizné hmotnosti)

Znacky jsou vétSinou izotopicky znacené slouceniny, které jsou navazany na
analyzovan¢ proteiny, resp. digestované peptidy nebo jsou do proteinli zabudovany
bchem bunécneho ristu.

ICAT reagents
Heavy reagent: d8-ICAT (X = deuterium)

Light reagent: dO-ICAT (X = hydrogen)
Hw
H xX XX

H_ o
Thiol-specific

Biotin Linker (heavy or light) reactive group

metody zaloZené na statistickém zpracovani dat
(label f ree) zadna limitace v poctu srovnavanych vzorkl



Schéma kvantifika¢niho experimentu
absolutni kvantifikace

VPOVSTPTLVEVSR

> AQUA Peptide Selection Select an optimal tryptic peptide and stable
isotope amino acid from the sequence of %@Q@\/
your protein of interest
> Order selected peptidy Optimize LC-MS/MS separation protocol
labeled (15N, 13C) for quantitation e
T lF AQUA
» Adding labeled peptide to protein b
mix

> Digest
> Analyze by LC-MS/MS to quantitate ‘
protein of interest

jen pro vybrany protem




Schéma kvantifika¢niho experimentu
metody relativni kvantifikace

Proteinovy vzorek A Proteinovy vzorek B

O 2N e N®o o
N
.
- I
;

M0 1128 1146 1164 118z 120.0
Mass (miz}

I MS/MS

Oddélena digesce vzorki

iTRAQ, %0/ 130

\ / i itk AJLMJ‘ bbbt b
Wit fopny

LC-MS '
LC-MS/MS (iTRAQ sl Stejné peptidy v MS modu neodliSeny




TMT znaéky

¢ S
3 Ny
N\
= b
~ WY
CELL GULTURE OR TISSUE U
Proteins for TMT-based quantitation ERUAACTION Lr FHLTEING
analyses come from a variety of Proteins are extracted and X
sources and 2-6 samples can be denatured.
compared in a single analysis. o
P\
S
GENERATION OF PEPTIDES »z’g{f(J/ B
COMBINE PEPTIDES Proteins are reduced, \_‘i:’,/}%
Peptides are combined for simulta- :lg I::,ept:i’dild Hgele I% -;/;,j_ (M@ ,\
neous MS analysis. Peptides are, in ' O, 23 \| bt .’f‘z:" ¥
some cases, fractionated to reduce k: SRy "‘(\!i. k""vk g’u/"
complexity. .. o — R\ U /%f;:{' / L' &

TAGGING OF PEPTIDES

Peptides are reacted with
isobaric TMT reagents.

AUTOMATED DATA ANALYSIS

Proteins are identified using HCD
fragmentation spectra. Quantitation is

ANALYSIS BY LC-MS/MS performed at the MS/MS-level by
Intact peptides are analyzed by comparing the intensities of the TMT
X LC-MS/MS on Orbitrap-based reporter ions.
. mass spectrometers. = PD
i = -

O e

from http.//planetorbitrap.com
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B. TMT10plex Reagents (TMT10)
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» Cysteine-reactive mass tags (6-plex) : ;

quantitation of the relative abundance of cysteine modifications, such as S-
nitrosylation, oxidation and disulfide bonds

* Carbonyl-reactive mass tags (6-plex)
glycan, steroids, or oxidized proteins quantification Thermo Fischer Scientific
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