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Proteomika zdola

,—[ Bottom-up proteomics }
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Digestion T Y, _ separation _analysis _
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Protein sample Small peptides :
(B=aa=30) LC-MS

Peptidy vhodné velikosti pro analyzu bézné dostupnou instrumentaci

Dostupné ,,open-source” a komercni programy

Umoznuje:
> identifikovat peptidy a z nich odvodit identifikaci protein{
> identifikovat a lokalizovat posttranslacni modifikace (PTM)
> urcit relativni zastoupeni peptidd mezi vzorky

Identifikace a kvantifikace tisice proteinli z jednoho vzorku
(bez potreby predchozi znalosti o slozeni vzorku Ci dostupnosti protilatek)
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Proteomika zdola
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Vstupni material: rozmanité typy vzorku . TR -
> purifikovane proteiny = V.= ¢ ¢ . materialu
>bunky ‘.:.:. “::-p ‘. 9 ol .
> tkané e = ¢

’ . ” -

> biologicke tekutiny = v " 'y,

Soucasny trend:

Pfiprava vzorku pro proteomiku zdola
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> pristupy v roztoku — Casove vyhodné, laboratorné jednodussi, m|n|maI|zovane
ztraty vzorku

> pristupy bez precipitace — alternativni metody vyuZivané pro odstranéni . J
detergentd a dalSich kontaminant (suspension trapping, paramagnetické kulicky)

Tradicn/ precisténi vzorku na reverzné-fazové chromatografii Ize vyuzZit pro odsoleni, ale ne pro
odstraneni detergentd ¢i polymert

X
NoVé pristupy vyuzivajici magnetické kulicky umoznuji odstranéni detergentd, polymerd i soli

—
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Proteomika zdola — Obecny postup

[Homoge”'zace/ Lyze %\4 « Sled krokd zahrnuijici $t&peni proteinu na peptidy
- doprovazené odstranénim kontaminant ze vzorku

\/
|  Vybér postupu se odviji od

komplexity vzorku a cile experimentu.

[Kvantifikace proteinu] F > [Frakcionace ]

}

[Redukce a alkylace ] Q ;.w D)—>Q ;@p

l A
— &

[Precistani vzorku) " -

[Enzymatické étépem’] & .

|,

[PFecigténi vzorku |-

| “—

[Kvantifikace peptidl ]|r

l

[Hmotnostni spektrometrie]

Komplexita vzorku — pocet proteind
— dynamicky rozsah koncentrace proteind
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Homogenizace / Lyze

* Metody zalozené na reagenciich

afla * rychlé, jemné, ucinné, reprodukovatelné
g WQ? « extrakce celkového proteinu nebo proteind subcelularni frakce
i ! D
St @@@3
%,»’5 I’ » komponenty nekompatibilni s MS musi byt nasledné odstranény

» vhodné pro bunécné kultury, ale nemusi byt u€inné pro nékteré tkané

« Mechanicke pristupy

* lyze Sifokeé Skaly vstupniho materialu
* vysoka lyzacni ucinnost

. | T vyzaduje instrumentaci

= » omezena reprodukovatelnost

» denaturace a agregace proteint kvuli lokalnimu pfehrati

* rozru$eni bunék a subcelularnich komponent v riznych ¢asech

=
O
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Homogenizace / Lyze Bioruptor® Pico
Adaptive cavitation Technology ACT

— Rychlé zmény tlaku v kapalném vzorku béhem
sonikace

— Vznik bublin pfi lokalnim poklesu tlaku

— Praskani bublin pfi dosazeni kritické velikosti

- compression waves -

'
(Y] . . . .
m & compression compression compression compression
&5 - !
£ 'Ir 3 v
Ll -i Q.
* ©
e
. o Vm plitude \/
I
Adagtor for: 2wl aties for: Adiptor fer st tuoe expansion expansion expansion expansion expansion
Bioruptor® Pico holder  for Bioruptor® Pico holder

% oOOOOOOo

Adaptor for 1.5ml tubes for 15 ml sonication
Bioruptor® Pico holder accessories

5 mikrolitry az 2 mililitry vzorku
(v zavislosti na adaptéru)

bubble formation s——) bubble growth ——— bubble implosion
6 Priprava vzorku pro proteomiku zdola



Proteomika zdola — Kvantifikace proteinu / peptidu

» Kvantifikace protein{

— vypocet mnozstvi enzymu potiebného pro Stépeni proteind
« Kvantifikace peptidl

— kontrola vytézku po Stépeni

— urcCeni objemu vzorku pro nastrik do LC-MS/MS
— zasadni pro kvantifikacni analyzy, kde je tfeba presné nastavit ekvivalentni mnozstvi peptidi mezi porovnavanymi vzorky

- Kolorimetricka stanoveni Casto interferuji s chemikaliemi pritomnymi v pufrech potrebnych pro lyzi,
jako jsou detergenty nebo redukcni Cinidla

napr. Bradford — nekompatiini' s SDS; BCA — nekompatibilni s DTT, B-ME, EDTA.

 Fluorimetrické metody

— Proteiny obsahuiji tfi rizné aromatické aminokyseliny obsahuijici benzenové, fenolové ci indolové jadro. Kazda z téchto skupin
mUze byt excitovana UV svétlem.

Fluorescence tryptofanu
— vysoce citliva k mikroprostredi, napr. polarité solventu
— zhaSena mnoha chemikaliemi pritomnymi v pufrech, napr. detergenty
— zavisla na teploté a pH
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Stanoveni koncentrace proteinu / peptidu na zaklade
fluorescence tryptofanu (WF)

vétsSina detergentl v koncentraci pouzivanych v solubilizacnich pufrech zhasi fluorescenci

Kvantifikace Trp — nizka interakce detergentl s proteiny v pufru obsahujicim 8 M mocovinu,
indolova skupina Trp je volne exponovana do roztoku; Em__, = 350 nm

Vhodné pro vysoce komplexni vzorky, méné pro proteinove / peptidove frakce
pracovni koncentrace 0.05 - 25.0 pg/mL

300 . = 105

— 1 o

g A i : |°

> 2901 ' 1 «Whole S 1001

5 : ’

E 5 Peptide concentration (ug/ml)

= > 1 10 100

g 200 4 g 95 1000

o ®

GEJ 150+ § go] e Control (whole lysate) oo

3 : 5 » DT 8

$ 100 E SDS g

S d ® e Laurate 8

& 2 85{ e Deoxycholate 2 0.

S0 % ® CHAPS i Excitation slit
o ® N-octylglucoside «iont
of i S % 2 % AL
320 340 360 380 400 [Reagent] (% in sample) Total peptide (ug)
Wavelength (nm)

Emisni spektra celobunécného lyzatu (6, 12, a 18 pg Zhaseci efekt detergentli a DTT. Koncentrace
celkoveho proteinu) a cistého tryptofanu (0.05, 0.1, a 0.15 detergentl odpovida koncentraci v 2 pL roztoku I\/I U I\I I
Mg) ve 2 mL 8 M mocoviny a 10 mM Tris-HCI, pH 7.8. pridaného do 2 mL 8 M mocoviny. S C I

8
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Stanoveni koncentrace proteinu / peptidu pomoci MicroBCA Kkitu

« kolorimetricka detekce a kvantifikace celkového proteinu / peptidu

« vhodné i pro méne komplexni vzorky

 pracovni koncentrace 0.5-20.0 ug/mL

« kompatibilni s detergenty

« nekompatibilni s reduktanty a chelatanty (DTT, B-ME, EDTA...)

 Proteinovy roztok je smichan v alkalickém prostredi s ionty Cu2+, které jsou po chelataci

peptidickou vazbou redukovany na Cul+. Cul+ jsou nasledné chelatovany 2 molekulami BCA za
vzniku fialového produktu, ktery absorbuje pri 562nm.

- Serine Alanine -
ycine O o ) O - S )
O O Y ’ | X s’
0 o’ . ‘. ‘ ‘ ’ .
' ' ’ '
‘ e { Cut Cu?
) Y (o 3 .
O ) ol O
Q O
. O
e \ -
.. 5 S Bicinchoninic Acid BCA-Copper
O O e (BCA) sodium salt Reaction
Valine 0 Aspartic acid @ Phenylalanine I\/I I\I I
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WF vs. MicroBCA

« Obé metody vysoce citlivé se srovnatelnou reprodukovatelnosti pro stanoveni proteinu v lyzatu
« WF lepsi reprodukovatelnost pfi stanoveni peptidd, zejména v nizSich koncentracich

WF Assay

BCA Assay

Bud
=]

o
Absorbance

o

Proteins
Fluorescence (counts x 10'3}
=

Protein (pg)

Peptides
ull|

0 2 4 6 8 10 12 14
Peptide (ug)
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Wisniewski et al., 2015, 87(8):4110-6
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Redukce a alkylace proteinu

-

<, Denaturace Alkylace

\ Redukce

\//

Redukce rozrusi disulfické
mustky a umozni rozvolnéni

Protein s disulfidickymi mastky

struktury
Reduction Alkylation
DTT OH IAA o
HE/\rl\/SH : \/l\NH.-
OH
BME IAC 4]
HO ! \“J\"GH R
S
TCEP s
O OH

Cc

HO \r/\/“v\l/ OH AA 0
n] 0 - '\/l\rm_.

A

TAA — jodoacetamide

IAC — Jjodoacetic acid
AA — acrylamide

AA — chloroacetamide

DTT- Dithiothreitol
TCEP — tris-(2-carboxyethyl)-phosphine
BME — B-mercaptoethanol

11  P¥iprava vzorku pro proteomiku zdola
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disulfide bond in protein

VA G —— G AN

OH

HS\/‘\/\
SH

gllll-n

dithiothreitol (DTT)

A

Protein

Cysteine

5

« Disulfidické mUstky v proteinu jsou ireverzibilné rozruseny.

« Tato chemickd modifikace zlepsuje identifikaci proteinl s
vysokym obsahem disulfidickych mdstkd, ale také vyssi
vytézek peptidl a vyssi sekvencni pokryti.

« Nekompletni redukce / alkylace mdze ovlivnit kvalitativni i
kvantitativni vysledky.

« Nechténa alkylace “over-alkylation” = alkylace
nethiolovych skupin
N-terminalni ak > k. asparagova > k. glutamova > histidin
> asparagin > lysin > tyrosin

WArS——SAAA WSS ——Saan wALS  HSwan VASSH HSAAA
W
o f | r
"S\/\./.\sM .s\/l\/\su m
i i s ro TN
H o H H
. oM oH HO
1. thiol deprotonates 2. nucleophilic amack on S in prowein 3. nuxcleophilic attack on other S in DTT

:

NH

+ '/YNHE / Protein ’”ﬂ“‘“s/\ﬂ/ ’
8 0

lodoacetamide (1DAM) S-Carbamidomethy! cysieine



Redukce a alkylace proteinu

12 Pftiprava vzorku pro proteomiku zdola

% Sequence Coverage

Improved Sequence Coverage with
Reduction and Alkylation Steps

90
B0
70
60
a0

4

[ =]

30

20

10

W BSA W Transferrin

Nonreduced/Monalkylated

Sample Preparation

Reduced/Alkylated

Promega datasheet
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Enzymatické stépeni proteinu

TPCK Trypsin: stépi z karboxy-konce K a R; blokovana autolyza

SOLu-Trypsin: dodavan v roztoku, stabilni 1 mésic pri 4°C

SOLu-Trypsin Dimethylated: dodavan v roztoku, stabilni 1 mésic pri 4°C; blokovana autolyza
Rapid Digestion Trypsin: stépeni 1 h pri 70°C

Platinum Trypsin: bez nespecifické proteolytické aktivity; rezistentni vici autolyze

LysC: Stépi z karboxy-konce K

Glu-C (V-8 Protease): stépi z karboxy-konce E (v uhli¢itanovém Ci acetatovém pufru)
Stépeni mlze probihat za E i D (ve fosfatovém pufru)

Asp-N: stépi z N-konce D
Chymotrypsin: Stépi z karboxy-konce aromatickych kyselin - Y, F, W a L.
Thermolysin: stépi z N-konce L, F, V, I, A, M pri 65—85°C

ProAlanase: stépi z karboxy-konce P a A

13 Pf¥iprava vzorku pro proteomiku zdola
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Enzymatické stépeni proteinu — alternativni proteazy

100

trypsin
80

60

chymotrypsin elastase

\ / proteinase K

0 2 4 6 8 10 12
miscleavages per peptide

40

amount of peptides [%]

Anal. Chem. 2020, 92, 9523-9527
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Sekvencni stepeni

a

AspN GlucC trypsin chymotrypsin elastase proteinase K
D E K, R FW Y, L, M LIT.5 AW AEF LLT VWY
5.4 % 6.8 % 10.7 % 20.1 % 42.6 % 50.3 % _
increasing frequency of targeted amino acid -
+62 %
o 13001 g - - - - - - ' +80% 1 ] +28% |
.E 1250 oI - -—— ] ;
S 1000 o ] ] . } ] +47 %
o I —======
- 750 ] . ] 4 ) '{, | +730 %
@ - I ===
= 500 ; ] ) ] |
I 250 ! ! . ) d .
= 1
0
C
W 2[,.
ﬂl' 9
= 16 1 - . 1 |
o, = 9 b T = £ o
y S 124 1 y y
= E ] ] 1 i = i 7
£x °] B | ! : L]
;c_:l 4“ | : | - . . - l T
o :]. 1 | . . - )
trypsin -=other protease [ other protease -= trypsin single protease Anal. Chem. 2020, 92, 9523-9527

— trypsin — v proteomice proteaza prvni volby
— specifické studie mohou vyuzit sekvencniho stépeni alternativni proteazy s trypsinem
— specifické studie mohou vyuzit alternativni proteazy MU

SCI
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Proteomika zdola— Postup pro jednoduché proteinové vzorky

/Purifikovany protein
Frakce z HPLC
\Subcelulérm’ frakce

(Vodny roztok
. MS-kompatibilni roztok

Kvantifikace proteinu ﬁ w

Redukce a alkylace

Enzymatické Stépeni o
o

Kvantifikace peptidu

y
v
Intensity

=

(QED I e
[
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Proteomika zdola — Postup pro stepeni v gelu

KBioIogické tekutiny

‘ (Burky .
‘ Tkané :

Solubilizaéni pufr obsahuijici '
| SDS/DTT

Redukcea alkylace

1-D nebo 2-D gel — MS-kompatibilni vizualizace

Vstup enzymu do gelu je usnadnén dehydrataci acetonitrilem a naslednou rehydrataci
pufrem s proteazou (difGize).

Mensi kousky gelu — vyssi Géinnost Stépeni v gelu

Relativné vysoka koncentrace enzymu

Kysela extrakce peptidi (50% acetonitril/2.5% k. mravenci) v kombinaci se sonikaci.
Vyhoda: kontaminanty (napf. detergenty, soli) odstranény jiz béhem elektroforézy

Nevyhoda: omezena ucinnost vzhledem k nizké pristupnosti proteazy do gelu a malo
efektivni extrakce nastépenych peptidd z gelové matrice.

Intensity

m/z

— | Promytigelu | — %‘*Q_’“@Q
Dehydratace B ' Hydratace
| Enzymatické

&tépeni v gelu S

17 Priprava vzorku pro proteomiku zdola
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Proteomika zdola — Postup pro komplexni vzorky

"Buriky
Tkané
\Biologické tekutiny

p
Solubilizaéni roztok obsahujici
_detergenty, chaotropni €inidla, soli

Kvantifikace proteinu M N
Redukce a alkylace AN

Precisténi proteinu (odstranéni kontaminant E
nekompatibilnich s MS)

Stépeni

18 Priprava vzorku pro proteomiku zdola
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Solubilizace vysoce komplexnich vzorku a precisténi

Homogenizace v SDT pufru éh\ /T/
4% SDS, 0.1M DTT, 0.1M Tris-HCI pH 7.6 [Homogenizace / Lyze | @/' |

* Proteinovy prasek / Bunky preneseny do zkumavky s horkym SDT
pufrem.

o

« Homogenizace podpofena v Bioruptoru, fragmentace DNA.
« Kompletni solubilizace proteinl zajiSténa inkubaci pfi 95°C, 2h.

« Precisténi a enzymatické stépeni:
: Filter-Aided Sample Preparation (FASP)
Kriticka micelarni koncentrace (CMC) Single-Pot Solid-Phase-enhanced Sample Preparation (SP3)
c < CMC - detergenty se vyskytuji jako monomery Suspension Trapping (S-Trap)
¢ > CMC — molekuly detergentu jsou organizovany do micel, . podate¢né preti&tén:
které zajistuji solubilizaci. Ethylacetate extraction (EE)
Vzhledem k velikosti, micely SDS a smésné micely s SDS
nemuUZzou byt separovany od solubilizovanych proteind
ultrafiltraci. V metodé FASP zajist'uje koncentrovany roztok
mocoviny disociaci micel.

19 Pfiprava vzorku pro proteomiku zdola
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Role SDS v proteomickych pristupech

« Usnadnéni solubilizace

 Pritomnost SDS napomaha stépeni membranovych proteint

« Potlaceni enzymové aktivity behe

 QOvlivnéni reverzneé-fazové kapalir
separaci peptid{ (posun retencni

 Potlaceni ionizace (MS spektra SC
koncentraci a tvorbé signall adul

Mozna feseni:
 Odstranéni SDS (precipitace prott

« MS-kompatibilni alternativy k SD¢
Silent Surfactant, octyl B-D-gluco

20 Pf¥iprava vzorku pro proteomiku zdola

RapiGest SF
_(CH2p—S03Na
Acid
CH3(CH2)10
1
O - +
)L /_(\O/(CHQ)S—SO;; Na
CHs(CH T
3(CH2)10 HO OH
2 3

ke

PPS
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Precistéeni proteinu: Filter-Aided Sample Preparation

- Vynikajici efekt pro vzorky o koncentraci proteinli 25 az 100 ug

r MWCO , molecular weight cut-off®
o Molekula o dané velikosti (Da) zadrzena membranou s 90% ucinnosti

- mm ltrafiltr

SMV , IAA/8M mocovina Uhlicigg Trypsin

X\( ‘ /mocovma\ / \ amonny X\S% é “&2 -

e—
Proteiny _ 9 || Nukleové kyseliny
v SDT pufru Centrifugace @ Centrifugace @ Centrifugace Inkubace Proteiny
> il > | CSS > == C it > Vysokomolekularni
el otovina | Centrifugace |, '“| atky
8DS // 'AA &7 Purifikovane
T/ | 1 7/ peptidy

-~ ~ 4

Nature Methods 6, 359 - 362 (2009)

MUNI
SCI
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Precistéeni proteinu: varianty FASP

multienzyme digestion (MED) FASP (anai. chem. 2012, 84, 2631-2637)
— sekvencni stépeni proteinu vice enzymy
— vysSsi pocCet proteinovych identifikaci a vyssi pokryti sekvence
— vySSi pocet identifikovanych fosforylovanych mist

Percent of Missed Cleavage Sites

404

20

Missed K
M Missed R

o N 2

Trypsin/Lys-C Mix
digest

Trypsin digest

22 Pf¥iprava vzorku pro proteomiku zdola

Trypsin

Digested
sample

Yeast extract
Mouse extract

Trypsin/LysC

Digested
sample

Yeast extract

Mouse extract

Digestion 1 Digestion 2
Sample
LysC Trypsin
’ o 9 ’ _>%
Peptides A Peptides B
Separate LC-MS/MS LC-MS/MS

Common data search

Unique peptides = First Enzyme

Second Enzyme
Combined

20,000

10,000 I “

0
Single FASP MED-FASP
Trypsin LysC and Trypsin

Anal. Chem. 2012, 84, 2631-2637

v
NNNNNK NNNNNR'NNNNNN
Missed Missed
K R
18.6% 3.6%
6.6% 1.1%

NNNNN vI‘wINNI*'IN vNNNNNM

Missed
K

2.6%
2.9%

Missed
R

4%
1.5%
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Precistéeni proteinu: varianty FASP

» enhanced FASP (eFASP) (. proteome Res. 2014, 13, 1885 - 1895)
— pasivace povrchu membrany 5% TWEEN-20 a vyuziti surfaktantu
(0.2% k. deoxycholova) béhem Stépeni za Ucelem zvyseni
vytézku peptidd.

« 96-jamkovy format pro zpracovani , high-throughput™

— desticky s 10 MWCO membranou; nevyhoda: nizky prenos kapaliny
béhem centrifugace (eroteomics 2013, 13, 2980-2983)

— MStern-blot (MStern) — desticky s polyvinyliden fluoridovou
membranou (PVDF) s velkymi poéry, ktera efektivné adsorbuje
proteiny; rychly prenos kapaliny pres membranu pomoci vakua.

(Mol Cel Proteomics 2015 Oct;14(10):2814-23)

— polyethersulfonova (PES) filtracni membrana umoznuje vyuziti 10%
isopropanolu (IPA) jako smaceciho Cinidla, coz vede k 50% redukci
Casu pro vyménu pufru. IPA redukuje povrchové napéti mezi vodnou
vrstvou a membranou. Snizena CMC detergent{ kvdli pritomnému
alkoholu je kompenzovana pridavkem mocoviny.

(PLoS ONE 2017, 12(7): e0175967)

23 Pf¥iprava vzorku pro proteomiku zdola

| 0.2% Deoxycholic acid |

Urea Exchange Alkylate Digest Collect
—_—>

Sample
SDS

T

- >
al

|

LC-MS

or

Fractionation

Fd'r‘:t' J. Proteome Res. 2014, 13, 1885 — 1895
a ' e Lo iy e
/o i ‘{’*ﬁ%‘ 5 _f;’l; %ﬁ%&f
g w - ==-’=""- 3 4 “!—- -ﬂ":“:-—- - =
EESsseasneee oS\

MStern FASP

PVDF Material Cellulose

450 nm Poresize 1-3nm

Well

Capacity <400 vg

~25 ug

Mol Cel Proteomics 2015 Oct;14(10):2814-23
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 Ethylacetat — vysoce volatilni
— malo rozpustny ve vodé
— ucinné rozpoustédlo pro vétsinu detergentl (octylglucosid, SDS, Triton X-100, NP-40....)

- EE extrakce  — dvoucestny proces: prechod hydrofobnich molekul do organické faze z vodné faze,
a prechod hydrofilnich molekul z organické faze do vodné faze
— extrakeni rozpoustédlo musi byt vysoce Cisté
— sklenéné zkumavky a pipety omyté v kyseliné pro uchovani EE
— polypropylenové ¢i polyethylenové zkumavky a pipety mohou byt pouzity pouze kratkodobé pro extrakci
— pétinasobny objem EE oproti objemu peptidového vzorku
— selektivni ztrata peptidd (napf. vétsi peptidy)

Precisténi peptidii: Ethylacetatova extrakce (EE) i
N
O

EE saturovany hustota (g/mL)
:ﬁou
N Q N EE 0.902
—— —— —— voda 0.998
‘ Vortex | % Odstranéni

»

— /| Centrifugace —— horni vrstvy -
e ’d Ll
Peptidy se %‘L % %
stopami > W~ 3
SDS . J/Purifikované
- = <~ peptidy

MUNI

Curr Protoc Protein Sci. 2010 February ; CHAPTER: Unit—16.12. S C I
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Alternativni metody pro stepeni / precisténi

,Protein Aggregation Capture (PAC)"™ na mikroé&asticich s riznym chemickym povrchem

— mechanizmus vyuzivajici nespecifickou imobilizaci precipitovanych a agregovanych protein{l na ¢asticich s rliznym povrchem
(Mol Cell Proteomics 18: 1027-1035, 2019)

+ Organic solvent

o + Microparticles

=
‘ + High temp

+ High salt \

Insoluble
protein aggregates

@O @
®QQ

Soluble proteins
©©e
© O 0

Microparticle-protein precipitate

(Mol Cell Proteomics 18: 1027-1035, 2019)
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@ Q\ +Organic solvent
+High temp

% @ +H|gh salt

st @

Soluble proteins
in solution

Without protein

Insoluble protein aggregates

+ Mlcmpamcles

oy

ﬁ

2 ] ﬁ (\@ (’?(/-\ @‘\(_;

Initiation of on-bead/microparticle Stabilized microparticle-
protein aggregation capture (PAC) protein precipitate

EtOH 50% EtOH 80% Trypsin/AB
SP3 binding SP3 rinsing SP3 elution

|$
35

With protein

<+ éhluknutikul;éek — | I\II I\I I

U
Nature protocols JANUARY 2019 | 68 — 85 S C :[



Alternativni metody pro stepeni / precisténi
Single-Pot Solid-Phase-enhanced Sample-Preparation (SP3)

— pristup zaloZeny na vyuziti paramagnetickych kulicek

Encapsulation

— vyuziva mechanizmus PAC pro vyménu nebo odstranéni kontaminant 5 "

(napt. detergenty, chaotropni Cinidla, soli, pufry, kyseliny, rozpoustédla)

— neselektivni vazba proteinl a promyvaci kroky, které umoznuiji vyuziti solvatacni vrstvy tvorené rozhranim ethanol-voda na povrchu
paramagnetickych kuli¢ek
— eluce purifikovanych proteind ve vodném prostiedi

input
proteins
PRO]'EINOW .,g. add SP3 induce bind to rinse away
LYZAT

beads binding magnet contaminants

SeraMag beads o.1mg-5oomgr5% "~ /\ /’\, /\ ~ /,@

CONTAMINANTY

I
e C = O = H Detergenty 0-20%

Chaotropni Cinidla 0-8M

Eluted proteins:

* For gel separation

» For affinity enrichment
* For chemical labeling

¢ For enzyme digestion

Soli 0-1M O Me
Rozpoustédla 0-50% ' elute _
peptides l e?ltzipr;a?ié
. p0|ystyrenové jédro downstream analysis m (\ digestion
polymerace volnych radikdl( styrenu a kyselého monomeru Eluted peptides: ~N
. * For offline fractionation n-f"
* Vrstva magnetitu « For affinity enrichment ¢
° / » For chemical labeling P
Karboxalovany povrch polymeru « Fordiect MS analysis | ELUOVANE
povrch je modifikovan za Ucelem potladeni nespecifickych vazeb protein I\[I U I\I I
(Nature protocols JANUARY 2019 | 68 — 85) S C I
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SP3 vs. FASP

PG identifications Working time Cost
4500 5,0
4000 45
IO 4.0
E 3000 35
g 3,0
E 500 .
E 2000 i,
E 1500 1c
1000 10
" :
o 0,0
0.1 1.0 10.0 100.0 work cost/sample
protein input (ug) (hours) (USD)

mSP3 = FASP B SP3 U FASP

Front plant Sci 2021 Mar 10,;12:635550
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vV VWeWVg VW V 4 = (o)
Precisteni peptidu: SP2
RP-LC C18 — Ucinny pro odstranéni soli a zakoncentrovani peptidl
— dostupny v rliznorodych provedenich (napf. Stage-Tips, Sep-Pak Cartridges, Micro SpinColumns)
— nicménég, C18 neodstrani polymerni slouceniny jako polyethylen glycol (PEG) ani bézné detergenty,
(napf. NP-40, SDS, Triton X), spiSe dojde k jejich zakoncentrovani.

SP2 — nizsSi vazebna kapacita pro peptidy nez pro proteiny:
50 ng jednoduché peptidové smési/ug castic, 200 ng komplexni peptidové smeési/ug castic
X 100 pg proteinové smési/ug Castic
—vhodna metoda pro odstranéni Siroké skaly kontaminant; (nevhodna napf. pro odstranéni Tris)
— pro dlouhé, hydrofobni peptidy Ci peptidy s negativni ndbojem je SP2 reprodukovateln&jsi nez C18

1 Particle Preparation Sera-Mag SpeedBeads Carboxylate-Modified Particles

“ After C,, only g'wg i
20 2.1
Hydrophobic Hydrophilic — et g o3 || w |
Ypanicles ;aniZes Hy:;?g::]c g 2 :oi j\\ J)‘lu l'“\}ﬂww )
5 i =" A A A VAL JAAAC TR
L —y \\—v —_— e {
Q
S /_‘ ' / ': £ :l* _:
Hydrrﬁplmnc = | %0 l ‘ {
& . particles - ) ) 1t a | YT W
Mix particles sufficiently to Combine hydrophilic and Rinse particles with Retention Time (min)
obtain homogeneous supspension hydrophilic particles LC-MS grade water After subsequent SP2
2 ) Peptide Cleanup > § 5 ﬂ -
@ i it
95% ACN 2% ACN g i V,% A | I Jwbyﬂ
Sos® s B \ 5 \ / (] - . = . - 2 ; = . sttt po 3 ‘
' v i l: ’ l: Retention Time (min)
Determine mass of peptides Rinse particles with Blole saoiiics Transfer peptides
and appropriate volume of particles LC-MS grade acetonitrile PeR to clean tube I\/I U I\I I
J Proteome Res. 2019 April 05; 18(4): 1644—-1656. S C :[
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Magnetické stojanky
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Alternativni metody pro stepeni / precisténi
Suspension trapping (STrap)

— momentalni tvorba jemné suspenze proteind solubilizovanych v SDS, ktera je zachycena sklenénym filtrem
— agregace suspenze minimalizovana pridavkem smesi protein—SDS do ethanolického roztoku v neutralnim pH

— monomery SDS jsou solubilni v ethanolickém roztoku a filtrovany spolecné s ostatnimi kontaminantami

 Lyze a solubilizace v 5% SDS

1.2% PA (——— —_— e=—— & [—

« Denaturace proteinu okyselenim na pH < 1 a nasledné sdoseo T = , = ——
pridavkem vysoké koncentrace ethanolu orotein Lo FEHRE vacuum py— vacuum

suspension | . S— Tris pH 7.1
« Tyto tri stupne denaturace zajistuji kompletni inaktivaci p,oein iysate

enzym{ jako jsou protedzy a fosfatazy AginTT =g o g

g
« redukce a alkylace midze byt provedena v 5% SDS nebo az W
na koloné po denaturaci a zachytu proteinové smesi '

1. Elution: AB
= 2. Elution: 50% ACN 7/ 0.2% FA

trypsin spin 1h | 47°C spin

1
1

- denaturované, nenastépené proteiny jsou vazany na S-Trap T N T
pomoci centrifugace Ci vakua | Peptides

« Mnohocetné slabé interakce zadrzuji nenastépené proteiny uvnitf porl upravené siliky S-Trap

« Zachycené proteiny se vyznacuji maximalni povrchovou plochou, ktera umoznuje promyti od kontaminant
béhem nékolika minut: detergenty, PEG, glycerol, soli, Laemmli puft, etc.

wmw =
QP e
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Solubilizace vysoce komplexnich vzorku pro obohaceni PTM

Homogenizace v pufru s mocovinou
O9M mocovina, 20mM HEPES pH 8.0

— Vodikova vazba mezi mocovinou a peptidickou vazbou umoziuje vstup
. . T~ vody a podili se na rozvolnéni struktury a denaturaci proteinu.
1 1 ] 1 —y— S
(I T B I B e \ _;__1 —[ :_: _
A Zhang et al., 2017, Phys. Chem. Chem. Phys., 19, 32007-32015
urea water
Precisténi:
10mL reversed-phase Solid-Phase Extraction
v . SPE; Sep-Pak® C18 Cartridges
mocovina / HEPES Trypsin ( P ges)

Promyti PBS /

Sonikace . ,
Vyredéni i )
Pocet bungk Redukce a (koncentrace : Enzymatlcke;
~1x10E8 - | Centrifugace |- alkylace |~ |mocoviny max2M)| Stépeni | : Lyofilizace
_E K % I~ -i' % > f} o | ) ' @(Odstranenl TFA)
£ TP i Pl oo : ¥ o
£ n%a. w@l LB \E ke \/ Purifikované
\/ = 4 V peptidy
- Okyseleni digestu: pH <3
Eluce: 0.1%TFA/40% ACN I\/I

1
|
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Obohaceni PTM

PTMScan’® Technology (Cell Signaling Technology) — obohaceni posttranslaéné modifikovanych peptidd imunoprecipitaci s vyuZitim specické protilatky vazané na
kulicky, s navaznosti na kvantitativni analyzu pomoci LC-MS/MS.

Imunoafinitni purifikace (IAP) fosforylace (PhosphoScan®)
ubiquitinace (UbiScan®)
IAP pufr ANti-PTM Ab acetylace (AcetyIScan@’)®
/ &‘ . methylace (MethylScan®) |
protein A ]
- agar6zové | |
{:ﬁ} kulicky T
3 < Incubace Eluce “S Predisténi
= pH~7.0 ® 2h4°Cc 0.15% TFA O c18 |
- |méfeni konc. pept. (& Centrifugace ' &g Centrifugace SpinTip
- | microBCA assay Promyti Promyti

&
©
¥
3
Q

Lyofilizované
peptidy
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Fosfoproteomika

— prevazné zalozena na proteomice zdola (bottom-up)

— fosforylace probiha na jednom i vice mistech a miZe se vyskytovat spolecné s dalsimi PTM, ¢imz jsou definovany
tzv. proteoformy.

— fosfopeptidy jsou nizkoabundantni relativné vici svym nefosforylovanym proté&jskiim > phosphatase inhibitor

— fosfopeptidy maji tendenci k nizké ionizacni Ucinnosti vzhledem k
(i) fosfatové skupiné, ktera snadno ztraci proton a nese negativni naboj
(ii) pozadi pochazejiciho z nadbytku pfitomnych nefosforylovanych peptidd

Protein
Extraction

—  protease inhibitor

—  acetone/acetonitrile

Protein | benzonase nuclease

clean up methanol + chloroform

|, SPE: C18/graphite
carbon/boron nitride

trypsin/Lys-C

— techniky pro analyzu fosfo-serinovych/threoninovych mist (pSer/pThr) se vyznamné
zdokonalily, ale analyza tyrosinovych (pTyr) mist je stale narocna kvdli minoritnimu
zastoupeni (fadove nizsi vyskyt oproti pSer/pThr)

Proteolytic
digestion

- Protein =  1D/2D SDS Gel

» HILIC/SCX
SAX/UPAX
SIEF/ERLIC

Peptide N basic RP-
HPLC

online RP HPLC

" Fractionation |

Off line

SAMPLE PREPARATION FOR PHOSPHOPROTEOMIC
ANALYSIS

Analytica Chimica Acta 1129 (2020) 158e180 I\/I U I\I I
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Fosfoproteomika

Afinitni obohaceni fosfopeptid

— selektivni vazba negativné nabitych fosfatovych skupin peptidd
na ion kovu Ci oxid kovu nebo s vyuzitim Ab

— Eluce z IMAC ¢i MOAC uvolnénim negativné nabitého fosfatu
alkalickym pufrem

— IMAC vede k lepsi detekci multi-p-peptidd,
zatimco obohaceni na TiO2 vede k vysSimu poctu identifikaci
mono-p-peptidd kvali obtiznéjsi disociaci (nekompletni eluci)
multi-p-peptidd

— Obohaceni pomoci TiO2: vySsSi selektivita a specifita,
robustnost, amfoterni iontoménicovy charakter, tolerance
vlici mnoha reagenciim (stabilni v Sirokém rozmezi pH)

— Rlzna konfigurace MOAC-TiO2:

ﬁmobi!ized Metal lon Affinity Chromatography (IMA(A

ﬂ’olymer-based Metal-ion Affinity Capture (PonMACN

/ Metal Oxide Affinity Chromatography (MOAC) \
00000  TiO,

b
o' ZrO,
WAVAVAVAVA 1710

\0: Amino acid residue O: SerTheiTyr  M'= Fe¥, T"'.Zr“j

P

spin kolonky, analytické kolony, miniaturni kolony, nanocastice, ma, ...

Analytica Chimica Acta 1129 (2020) 158e180

— pTyr — minoritni frakce p-proteomu; pro selektivni obohaceni vyuzivany anti-Tyr Ab (nizka reprodukovatelnost, nizka citlivost,
omezena dostupnost, omezena dostupnost velkého mnozstvi vstupniho materialu, vysoka cena)
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Obohaceni fosfopeptidt
High-Select ™ TiO2 Phosphopeptide Enrichment Kit

— sféricka pordzni forma TiO,, optimalizované pufry, spin kolonky

— poskytuje efektivni obohaceni a navyseni poctu identifikovanych fosfopeptidli s minimalizaci nespecifickych vazeb
— vytézek fosfopeptidl je obvykle ~1-3% vychoziho mnozstvi peptidl

— vstupni material: precisténé lyofilizované peptidy (bez detergentl a soli)

& I __ Ekvilibrovana = spin kolonka
Lq spin kolonka | s navazanymi
\' ' ™ . | fosfopeptidy L
0.5-3.0 mg & | | X Odpareni
peptidu ¥ _ ] luénih f
solubilizované v k. mlééné = Centrifugace Eluce elucnino I?U rl;'
pH<3 | Promyti NH,OH Okyseleni
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Characterizace obohacenych (nizkoabundantnich) proteint

36 Priprava vzorku pro proteomiku zdola

Identifikace / Kvantifikace

PTM na cilovém proteinu Prot3
InterakCnich partneru proto “
(ot B S
\Y Q‘O Q
10 20 30 40 50
GKKQ i i!!i ! GFS
MGKK NKKI;X EEVLEEEEE? YVVEKVLDP;% VVKK;\’? @ WK F D?gﬁ
TWEPEENLDC PDLIAEFLQS QKTAHETDKS EGGKRKADSD SEDKGEESKP
110 120 130 140 150

KKKKEESEKP RGFARGLEPE RIIGATDSSG ELMFLMKWKN SDEADLVPAK
160 (phjph) 170 (ph)ph) 180

EANVKCPQVV ERLTW HSYPSEDDDK KDDKN

2 XX ST N W
MSGRGRGGKG LGKGGAKRHR LRD TKPAIRRLAR RGG ISGL
70

30

NIO
> € N— -
IYEETRGVLK VFLENVIRDA VTYTEHAKRK TVTAMDVVYA LKRQGRTLYG

FGG




varianta |

10 20 30 40 50
MSSEGGEFES TETSRSAFAG VIFPVGEMLE YIEFEGHPEYERE IGVGAPVYMA
&0 70 B0 S0 100
AVLEYLTAET LELAGNAARD NEKGEVIPRH ILLAVANDEE LNOLLEGVII
110 120 130 140 150
ASGEVLEPNIH PELLAEERGS EGELEAIITP PPAREAKSPS (QEEPVSEEAG
160 170 180 180 200
GEEGARESEE EQGEVSEAAS ADSTTEGTPA DGFIVLSTES LFLGOELNLI
210 220 230 240 250
HSEISHLAGF EVEAITNPTHN ADIDLEDDLG NTLEEEGGEE FVEAVLELRE
260 270 280 280 300
FNGPLEVAGA AVSAGHGLPFA EFVIHCHNSPV WGADECEELL EETVENCLAL
310 320 330 340 350
ADDEKLESIA FPSIGSGENG FPEQTARQLI LEAISSYFWVS THMSSSIKTVY
360 370
FVLFDSESIG IYVQEMARLD AN
- —— Enzymatické
Stépeni
. — S O/\
va rianta D
"
Ychromotek

g OS@
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Enzymatické«—
stepem

Characterizace obohacenych sekvenchnich variant

varianta Il

10
MSSRGGEEES
60
AVLEYLTAET
110
ASGGVLPNIH
la0
GEEGARESHEE
210
QADTASIDSD
2e0
FLEVAGRARVS
310
KELESIAFES
360
FDSESIGIYV

I
b

20
TETSESAFAG
70
LELAGHARRD
120
PELLAKKRGS
170
EQGEVSEARS
220
AVVHETHTDF
270
AGHGLFRAKFV
320
IGSGRNGEFPE
370
QEMAELDAN

30
VIFPVGEMLR
80
NEFGRVIPRH
130
KGELEAIITP
180
ADSTTEGTFR
230
YIGGEVGHTL
280
IHCHSEFVWGL
330
QTARQLILERL

NGes

40
YIKFEGHPFEYER
a0
ILLAVANDEE
140
FEAEFAKSFES
1aq
DGFTVLSTES
240
EFEKGGEEFVE
290
DECEELLEET
340
ISSYFVSTMS

Ychromotek

ose

50
IGVGAPVYMA
100
LNQLLEGVTI
150
OKEPVSEEAG
200
LFLGOELOVV
250
AVLELREENG
300
VENCLALADD
350
SSIKTVYEVL



Practicky kurz C8302

- = ,/.-‘- —-«\ ./’_,'.—‘.__‘\‘ /,-"-—"--.\‘ __L_'._\\ _
= ' il | Peptide e
- _/ = " ) |
2 GE' wash | Hydratation | extraction |
I. Di | == Dehydratatlon | “Enzymatic in-gel
. bigesce v geiu -= ! 1 e o \ | ,m |
= A= \ | digestion e \=f &/
- = \Vj @/ C\% =y L4 A
X add SP3 induce bind to rinse away onzymatic elute
‘f.g 1 beads binding magnet contaminants  9i9estion peptides

I1. Digesce a precisténi na SP3

-
III. Obohaceni fosfopeptidl 5~ _ Equiibrated — spin column -
L spincolumn . | er1th bcl:und des QL - |
pH<3 \_'_ \—p osphopeptides” ] Elution Buffer
 —

Centrifugation LA Elution . evaporation
|~ Wash '| NH,OH * | | TAcddification ‘] J

pH=>10

=
O
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Vlybrané obrazky byly pripraveny v BioRender.com.
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Dekuji za pozornost!
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