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Analyza genove exprese: mMRNA nebo
protein?

(PROTEIn complement expressed by a genOME)

informace o skutec¢nych efektorech bunécnych procesu — (coz neni pripad
MRNA)

proteiny jsou oproti MRNA chemicky velmi heterogenni — razna
hydrofobicita aminokyselin — stanoveni genove exprese na drovni proteinu

hladiny mRNA neodpovidaji plné hladinam proteinu (degradace mRNA-
¢as, splice varianty, posttranslaéni modifikace proteinu)

stanoveni genove exprese je snadnéjSi ve srovnani s proteiny







Analyza genové exprese: metody k dispozici

nejprve prepis MRNA - cDNA (reverzni transkriptaza)

gRT-PCR — analyza exprese 1 genu — PCR amplifikace

vice genu: Cipove metody (expresni Cipy-i pro cely genom): na principu
hybridizace nebo se zahrnutim PCR (citliveéjSi)

Separace proteinu (elektroforéza, chromatografie) nebo peptidu-pred MS
|dentifikace proteind: hmotnostni spektrometrie (MS), nebo imunochemie -
protilatky

Protilatky: proti konkrétnimu proteinu (varianté), velmi specifické (ale nékdy
crossreaktivita!), velmi citlive

MS: kvantifikace i nékolika tisic proteinu v 1 analyze, mené citlive




Proteinové metody: rozliSeni a citlivost

RozliSeni =

Citlivost =




Dynamicky rozsah koncentraci
protein U v proteomice

Jednotlivé proteiny v celobunééném vzorku se liSi az o 12 fadu
Vv rozsahu koncentraci

Vice koncentrované proteiny zakonité prekryvaji ty méné
koncentrované

Malo koncentrované proteiny jsou pod limitem detekce

Naznak reSeni:
Frakcionace biologickych vzorku

Odstranéni nejkoncentrovanéjSich proteint (napf. albouminu a
dalSich z krevni plasmy)

Pouziti imunochemie namisto MS (+/-)
Kvantifikace exprese na urovni transkriptu (+/-)




e Proteomicke workflow
—> 7 jakych pristupt muzeme vybirat?

« Experimenty v onkologickem vyzkumu
Funkéni studie
Protein-proteinove interakce
Strukturni charakterizace proteinu
Vyhledavani biomarkeru
Verifikace a validace biomarkeru
— jak sestavit svuj experiment a jaké pfistupy zvolit?

« Statisticka analyza a validace na dalSich
biologickych drovnich

= nejdulezitéjSi poznamky ke statistice

— databaze pouzitelné pfi interpretaci vysledku




Dvourozmérna gelova elektroforéza (2-DE)
Hmotnostni spektrometrie a jeji moznosti

SELDI-TOF-MS

SILAC-LC-MS

ITRAQ-(2D)LC-MS/MS

Cilena proteomika (SRM)

Protilatkové arrays (cell arrays, tissue arays)




Klasické proteomicke workflow
(2-DE-MS)
. Rozmér 2-DE: isoelektricka fokusace

=prouzky s imobilizovanym pH gradientem) —
dobra reprodukovatelnost, napéti az 10000 V,
soucasny standard, komercné dostupnée

2. Rozmer 2-DE: SDS-PAGE

Ekvilibrace IPG prouzku pfed SDS-PAGE: obaleni
proteint SDS , redukce (DTT) a alkylace
(Jodacetamid)

SDS-PAGE (maly i velky format)
10 az 12 % (homogenni) M, 15000-100000

8-16% (porozitni gradient) M, 10000-150000
reprodukovatelnost!

Barveni gelu
Obrazova analyza
|dentifikace proteind hmotnostni spektrometrii




2-D DIGE
(diferen €ni 2-D elektroforeza)

| Samples

Overlay

Create spot boundary map

P

Apply spot map to images

alculate spot volumes and detect
ifferences in spot abundance




2-D proteinova mapa
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Hmotnostni spektrometrie

m MS spektrum

- > =
ST Analyzer Detector

v

A

Intenzita

Data Analysis

lontové zdroje: Analyzatory:

MALDI (matrix-assisted TOF (time-of-flight)
laser desorption- Q3 (trojity kvadrupdl)
lonization) IT (ion trap-iontova past)

ESI (electrospray Orbitrap

lonization) Kombinace analyzatoru -
>hybridni systemy




Co umoz nuje hmotnostni spektrometrie

» |dentifikace proteinu z gelu a roztoku:
Stépeni trypsinem na peptidy = MS spektrum = peptide mass
fingerprinting v modu
peptidy ve hmotnostnim spektrometru lze dale fragmentovat 2>
castecna sekvenace peptidu - peptide mass fingerprinting v

identifikace proteinu na zakladé srovnani s databazemi

Kvantifikace proteinu a peptidu:
kvantifikace proteinu: -TOF MS, MALDI imaging
kvantifikace peptidi v MS maodu: , label-free kvantifikace

kvantifikace peptidi v MS/MS modu:




MS Versus MS/MS
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SELDI-TOF MS

Surface — enhanced laser desorption-ionization time-
of-flight mass spectrometry

Priprava vzorku: podobné jako pro 2-DE
Surface=povrch Cipu, na néjz se proteiny vazou na
zakladé chemické nebo biochemické interakce

Biochemicke povrchy

£ Q L
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=
protilaitka DNA enzym  receptor

Chemicke povrchy




SELDI - TOF MS

vzorek

mzim 1.'101.'}m ]t n;.i'tem.ii.:.]iému

povrchu Protein Chip Array
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S Bl pouze v MS modu,
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Kvantifikace pomoci SELDI-TOF MS

Princip: Srovnani ploch piku mezi spektry - napf. vzorky riznych pacientu
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|dentifikace proteinu=problém!
kombinaci separacnich pfistupu a externiho MS/MS - zdlouhava,
casto se nedafi. Je tfeba mit Stésti




Navrh experimentu

Extrakce proteinu/pfiprava vzorku
Stépeni proteind na peptidy
Frakcionace

LC-MS/MS analyza

Analyza dat: Identifikace a kvantifikace proteinu
Statisticka analyza dat




Extrakce protein u/pfriprava vzorku pro LC -MS

Mechanicka homogenizace v lyzaCnich pufrech na rizné
bazi:

Denaturant
e mocovina 2-8 M
« SDS az 4% (CMC~0.5%)
 Rapigest
vyhody a nevyhody?

Reduk €éni €inidlo
o dithiothreitol (DTT)
o tris(carboxyethyl)fosfin (TCEP)




Stépeni protein G

In-solution
In-gel
Filter aided sample preparation (FASP)

Precipitace proteinu - optional
Redukce S-S mustku
Alkylace —SH skupin (jodacetamid, MMTS)

Trypsin (C-strana Lys, Arg pokud nenasleduje Pro)
Lys-C (C-strana Lys | kdyz nasleduje Pro)




Frakcionace

Snizeni komplexity u komplexnich vzork 0 (bunécné a
tkanove lyzaty, sera) pro necilené analyzy => zvyseni
pokryti proteomu

Frakcionace protein u
« SDS-PAGE (SEC), pak in-gel digest

Frakcionace peptid U

o SCX-strong cation exchange
 RP-reverzni faze v alkalickem pH
o HILIC-hydrofilni chromatografie

Orthogonalita separace vuci nasledné LC-MS/MS analyze
(RP v kyselém pH)




Kvantifikace s pouzitim SILAC zna ceni

SILAC=

Stable isotope labeling
by amino acids

In cell culture

Znacené AK k dispozici:

Lys, Arg

Cells in Light,
12C4-Arg medium
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Kvantifikace s pouzitim SILAC zna ceni

Starting Cell Culture in DMEM
control e treated
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SILAC light and heavy cultures




iTRAQ — (2D)LC -MS/MS

ITRAQ = Isobaric tags for relative and absolute quantitation
Postup:

Priprava vzorku (napf. 0.1% SDS) — az 8 kvantitativhé
srovnavanych vzorku v 1 analyze

Redukce a alkylace

Digesce trypsinem

Znaceni (iTRAQ znacky: 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 121)
Smichani 8 znacenych digestu

Frakcionace peptidu (SCX, RPalk., IPG, HILIC, ...)

Kvantifikace a identifikace proteint (LC-MS/MS nebo MALDI-
MS/MS)




iTRAQ — (2D)LC -MS/MS
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Schéema typickeho iTRAQ — 2DLC -MS/MS experimentu
(zde 3-plex, nyni je mozny az 8-plex)

Sample 1 Sample 2 Sample 3

Reduce_/ Reduce / Reduce /
Block Cysteines Block Cysteines Block Cysteines

Trypsin Digestion Trypsin Digestion Trypsin Digestion

iITRAQ LABEL 115 iITRAQ LABEL 117 iITRAQ LABEL 116

Off-line Sample Clean-up & Peptide Fractionationwi  th SCX HPLC Column

De-Salt & Filter SCX Fractions

On-line RP-LC-MS-MS Analysis of SCX Fractions




MS/MS spektrum peptidu
s ITRAQ reportérovymi ionty
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Cilena proteomika a
selected reaction monitoring (SRM)

‘ First analyzer Collision cell Detector

—:[\ T\
Electrospray © ol |:|
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All ions Precursor ions Product ions




SRM a cilena proteomika

SRM=multiple reaction monitoring (=MRM=multiple
reaction monitoring)

Metoda kvantifikace peptidu z vybraneho proteinu na
zakladé tzv. prechodu (transitions)

Metoda vysoce selektivni, citliva, pouzivana v
analyze nizkomolekularnich latek

Velky potencial pro validaci vysledku z proteomickych
studii jako ,HMOTNOSTNE-SPEKTROMETRICKY
WESTERN BLOT" — misto pripravy protilatky by monhl
stadit navrh ,prechodu” pomoci software

Uvadi se postupné do praxe, vyzaduje vyvoj metody
na konkretni proteiny




LC-MS/MS analyza
(instrumentace v RECAMO)

 LC: RP v kyselém pH (formic acid (FA))
on-line spojena s MS

MS/MS analyza:
Orbitrap ELITE (Thermo)
CID/HCD/ETD

TripleTOF 5600+ (ABSCIEX)
necilena i cilena kvantifikace, SWATH




Protilatkové arrays

am (C) WHOLE CELL
ARRAY

Cell array Tissue array
(imunohistochemie)




Srovnani proteomickych metod: Vyhody
a nevyhody

(Ukol pro studenty na prednasce k doplnéni)
2-DE SELDI SILAC iTRAQ-(2D)LC-MS/MS SRM




e Proteomicke workflow
—> 7 jakych pristupt muzeme vybirat?

« Experimenty v onkologickem vyzkumu
Funkéni studie
Protein-proteinove interakce
Strukturni charakterizace proteinu
Vyhledavani biomarkeru
Verifikace a validace biomarkeru
— jak sestavit svuj experiment a jaké pfistupy zvolit?

« Statisticka analyza a validace na dalSich
biologickych drovnich

= nejdulezitéjSi poznamky ke statistice

— databaze pouzitelné pfi interpretaci vysledku




Funkcni studie
Protein-proteinoveé interakce
Struktura proteinu a proteinovych komplexu

Vyhledavani biomarkeru
Verifikace a validace biomarkeru




Navrh experimentu

* Volba vhodného materialu — dano typem experimentu

bunécne linie, xenografty, tkanove lyzaty, archivni FFPE
material, mikrodisekované (LCM) buriky z néj, kostni
dren, sekretované proteiny, krevni sérum/plasma

Volba kvantifikacniho postupu
2-DE/SELDI/SILAC/ITRAQ/LFQ/SRM

Design experimentu
Biologické replikaty
Analytické replikaty
Randomizace
Blocking




A. Funk ¢ni studie

Bunécné linie, pripadné in vivo modely
Umlceni exprese genu v bunécne linii pfirozené
produkujici dany protein: siRNA, TALEN (vs. kontrola)

Mutantni forma proteinu (vs. wild type)

Navozeni exprese genu v bunecné linii prirozenée .
neprodukujici dany protein: (Stabilne) transfekovana linie

Funkcéni charakterizace na bunecné drovni (napf. rozdily
V invazivité, migraci, proliferaci, expresi markerovych
proteinu signalnich drah, ....)

Proteomika jako systémoveé biologicky nastroj muze
pomoci odhalit globalni molekularni odpovéd na
(ne)pritomnost sledovaneho proteinu a tedy souvislost
se zménami hladin dalSich proteinu — funk énich
partner U

Sledujeme zmény hladin vSech detekovanych proteinu




Workflow: Funk ¢ni studie

Navrh experimentu?

Volba kvantifikacniho pristupu?
Extrakce proteinu/pfiprava vzorku
Stépeni proteind na peptidy

Frakcionace?

LC-MS/MS analyza

Analyza dat: Identifikace a kvantifikace proteinu
Statisticka analyza dat?




B. Analyza protein -protein interakci

(1) Pull-down-MS approach
interactions of tag-fused recombinant proteins

purified

X . recombinant protein
recombinant protein

+ interacting partners

expression, 7 celt{ ) WaIShan, \
cell lysis, protein purification ysate elution (protein

. . separation
recombinant protein P );

cell lysate + interacting partners trypsin chlgestlon,
—_—> | —_—> _—

protein expression, - , identification
cell lysis ) W:ls?’ ng, r and
ution quantification
of interacting
partners

b) cell line

(2) Co-immunoprecipitation-MS approach
interactions of endogenous proteins endogenous protein

cellttissue lysate + interacting partners

cells, ; 5

tissues . . - .

lys : washing, ¥
elution —

Symbols: e protein whose = interacting vy antibody » » non-interacting proteins
interacting partners partners * 7 inthe cell lysate
are to be idenitified




Cross -linkery p ri identifikaci protein -
protein interak €nich partner u

Oithiobis{succinimidylpropionate)
MV 404.42
Spacer Arm 120 A




Workflow: analyza protein -protein
Interakci

Navrh experimentu?

Volba kvantifikacniho pristupu?
Extrakce proteinu/pfiprava vzorku
Stépeni proteint na peptidy

Frakcionace?

LC-MS/MS analyza

Analyza dat: Identifikace a kvantifikace proteinu
Statisticka analyza dat?




C. Proteomika a strukturni charakterizace
protein U

* Top-down approach (=analyza intaktnich proteinu bez
Stépeni proteazou, ETD fragmentace) (vs. bottom-up)

 H/D exchange — protein-protein interakce v case

* Posttranslacni modifikace (PTM) — fosforylace,
glykosylace, acetylace

— hladina proteinu vs. zména PTM!




D. Proteomika p ri vyhledavani
biomarker U
Znacny klinicky zajem
Uspé&snost uplatnéni v klinické praxi zatim mala — cela
rada duvodu

,Blomarkerova krize* 2008-9
Poté posun v pokryti proteomu diky masovéjSimu

uplatnéni analyzatoru Orbitrap
Nutno vénovat zasadni pozornost
-spravne polozeneé klinické otazce
-vybéru vzorku
-experimentalnimu designu
-kvalité klinickych vzorku
-statistickeé analyze

-verifikaci proteomickych dat




Jaky biologicky material analyzovat?

Modelové systémy - bunécné linie

Tkané

Bunky mikodisekované z tkani (LCM — laser captured
microdissection)

Kostni drenl — leukémie

Plasma — sérum

?

Vzorky od pacient U - eticka pravidla!!




Workflow: Vyhledavani biomarker

Navrh experimentu?

Volba kvantifikaéniho pristupu?

Extrakce proteinu/pfiprava vzorku?

Stépeni proteind na peptidy

Frakcionace?

LC-MS/MS analyza

Analyza dat: Identifikace a kvantifikace proteinu
Statisticka analyza dat?




E. Verifikace a validace potencialnich
biomarker U

Screeningove metody:

e 2-DE, SELDI-TOF MS, SILAC-LC-MS, iTRAQ-(2D)LC-MS/MS,
LFQ-MS

Valida¢ni metody na proteinové urovni:
e western bloting, SRM

Validacni metody na urovni mRNA (?7?7?):
« (RT-PCR, (expresni Cipy)

Validacni metoda na proteinové urovni — tkanove rezy:
e Imunohistochemie !!




Verifikace a validace potencialnich
biomarker U

e kvantitativni vs. funkcéni verifikace
e Imunohistochemie (IHC)

negativni pozitivni

cilena proteomika




Verifikace a validace potencialnich
biomarker i pomoci cilené proteomiky

Navrh SRM metod

-vybér detekovatelnych proteotypickych peptidu (na
zakladé vlastnich namérenych dat nebo knihovny
spekter — napr. SRM atlas)

-vybér vhodnych produktovych iontu
-testovani na zakladé kvantitativnich parametru




Workflow: Verifikace a validace
potencialnich biomarker U pomoci cilené
proteomiky

Navrh experimentu? Training + validation sample set
Volba kvantifikacniho pfistupu?

Extrakce proteinu/pfiprava vzorku

Stépeni protein na peptidy

Frakcionace?

LC-MS/MS analyza?

Analyza dat: Identifikace a kvantifikace proteinu?
Statisticka analyza dat?

SRM lze vyuzit rovnéz v zakladnim onkol. vyzkumu pro kvantifikaci
proteinu jako alternativa western-blotu ¢i ELISY

SRM se pouziva jako rutinni kvantifikaéni metoda malych molekul




SWATH koncept v onkologickém
vyzkumu

-mysSlenka: digitalni fingerprinty, z nichz je mozné
extrahovat kvantitativni proteomicka data
-digitized biobanking




PFi srovnani exprese nutnost paralelni analyzy

dat
Kvantitativné vs. statisticky vyznamny rozdil:
(Student t-test, Mann-Whitney test);
— nutno prizpusobit design studie
Korekce na (FDR-korekce)

pri srovnavani vice nez 2 vzorku vhodna |
— casto nutnost aplikace pokrocilych

statistickych metod

Analyzujeme-li vzorky pacientu, soubor musi byt
dostatecné reprezentativni a klinicky (patologicky)
charakterizovany —




Heatmapa — korela €ni analyza

Color Key

-

0 2 4 6 8
Value

.ﬁﬁ“ﬁﬁi%ﬁﬁ
B J l.

| g

A
B
C
D
E
F
G
H
|
J
K
L




DalsSi zdroje informaci — reviews v
prednich sv étovych casopisech

+ Quantitative Proteomics by Mass Spectrometry. Methods in
Molecular Biology series, N0.359, Sechi, S. (Ed.).
Humana Press 2007




Dekuji za pozornost




