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Proteomicky experiment

EHPCEITEC
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Faktory ovlivnujici vysledek MS

EIICEITEC

Kvalita a reprodukovatelnost
pripravy vzorku e Instrumentace

@
e

= V\yhodnoceni dat

- .
RiS-e e

3/celkem



Rozmanitost vzorku

Obecné principy izolace:

EICEITEC

Carbohydrat
Paripharal : a i o 0
Protei

Phospholipid
Bilayer

Integral Channel
Protein Protain

RozruSeni bunék — lyzacni pufry, mechanicky
Dalsi postup dle povahy cilového proteinu:

- srazeni (napf. aceton, TCA)

- zména pH

- zména koncentrace soli, imunoprecipitace...

4/celkem



Mechanicke pfistupy rozbiti

membran
CHICEITEC

Pristup Nastroj /Pomucka/Pristroj Princip
Mechanicky mixer Rozmélnéni bunék/tkané

» Homogenizéatory

(Dounce Homogenizer, Potter-
Elvehjem Homogenizer)

French Press

Automatické homogenizéatory s
vyuzitim sklenénych ¢i kovovych
kulicek

Bunécna Ci tkanova suspenze
protlacena uzkym otvorem

Homogenizace v roztoku

Rozbiti bunék pomoci ultrazvukovych

Sonikace — Ultrazvukovy homogenizator
@ﬁ W hemes vin

Bunky jsou rozbity ledovymi krystaly
Zmrazeni/rozmrazeni Mrazak €i suchy led s EtOH vznikajicimi opakovanymi cykly
zmrazovani a rozmrazovani

L . € . . e e , .
Manualni rozmélnéni w Miska a tloucek Rozmélnéni tkané v tekutém dusiku
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Automaticka homogenizace
vzorku

* Homogenizace v roztoku nebo na sucho

* MikrodestiCky nebo 2ml zkumavky »  Homogenizace na sucho

« Zkumavky pro 0.5g — 100g tkané

https://www.youtube.com/watch?v=-hKSJLszx98

https://www.youtube.com/watch?v=fFDc_h11dD4 6 /C e | ke m
https://www.bertin-instruments.com/product/sample-preparation-homogenizers/precellys24-tissue-homogenizer/#precellys24-video
https://www.youtube.com/watch?v=zx9099dj8Xk



https://www.youtube.com/watch?v=-hKSJLszx98
https://www.youtube.com/watch?v=fFDc_h11dD4
https://www.bertin-instruments.com/product/sample-preparation-homogenizers/precellys24-tissue-homogenizer/#precellys24-video
https://www.youtube.com/watch?v=zx9oq9dj8Xk

Fragmentace nukleovych kyselin EHPCEITEC

Ultrasonika&ni sonda Bioruptor® Pico diagendtie

Gentler sonication than
probe and cup horn sonicators...

Sul to 2ml

SIXTEEN
SAMPLES

SIMULTANEOUSLY —_— e

_— e = = ==
e —— — — —



Rozbiti membran pomoci lyzaénich roztoku

Jemnéjsi a jednodussi pristup v porovndni s mechanickym rozbitim bunéénych membran (muze byt i
v kombinaci s homogenizaci ¢i mechanickym rozmélnénim)

Rozruseni lipidové vrstvy solubilizaci proteint a narusenim interakeci lipid:lipid, protein:lipid a
protein:protein

e Slozeni lyza¢niho roztoku:

detergent + pufr + dalSi reagencie (specifické dle typu vzorku: chaotropni Cinidla, soli, inhibitory
proteaz a enzymU odstraniujicich modifikace, redukéni Cinidla...)

Detergenty
— ionogenni (kationtové/aniontové) — silné solubiliza¢ni a denaturacni Gcinky
SDS -
Sodium Dodecy! Sulfate Mwu,sf
O-Ma*

CHAPS

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

CHy HsC CH
HQCH;;T H 3%, M3 )

— zwitteriontove M50
. I . Vevys ch Gﬁ o ll:l)
zpravidla jemnéjsi e . A0
cvvs . v s . s H
s nizSimi denaturacnimi ucinky HO" “OH

— neiontové H
_ 0
Nonidet P-40 . C"'SC or
 Vliv teploty °
HaChi,c’ CHg

Volba lyzacniho roztoku s ohledem na kompatibilitu s naslednym zpracovanim vzorku
a jeho analyzou



Priklady inhibitoru proteaz EHICEITEC

o)
phenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF): #—F o
inhibitor serinovych i cysteinovych proteaz @fo o HI\OH
HOJ\/N\’AN/\H/OH
kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA): o ol
inhibitor metaloproteaz - OH
, A anN .
Aprotinin: Rawe i} 1“\‘:_
inhibitor serinovych proteaz ) - N‘*r& | T
komplex disociuje pfi pH >10 nebo <3.2 e AL
I ‘,:‘
p w
Leupeptin: I
inhibitor serinovych a cysteinovych proteaz o 9 "T““
AL L L
Pepstatin A: ’ K(m’ 1250,
CHy

inhibitor kyselych proteaz

HC CH,

OH O CHy
Hscm LV( ¢)LHJ\H/ ¢/L
HsC CHs
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Priklady inhibitoru fosfataz EHICEITEC

fluorid sodny (NaF):
inhibitor serinovych i treoninovych fosfataz

vanadicnan sodny (Na;VO,):
inhibitor tyrosinovych fosfataz
Inutna aktivace, tj. depolymerace opakovanym varenim a upravou pH na 10!

B-glycerofosfat: §
inhibitor serinovych i treoninovych fosfataz

/4
u"j'fp\ar
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MS analyza proteinového vzorku

EICEITEC

Cil MS:
« Analyza proteint v komplexni smési
* Analyza cilového proteinu/cilové skupiny proteinu

Cilovy protein pfitomen v komplexni smési:

lonizace velkych molekul probiha optimalné v pfiblizné vyvazenych mnozstvich komponent
*MS spektrum z komplexni smesi - pfekryvani mnozstvi komponent

«Abundantni komponenty — potladeni signalld nizkoabundatnich
Dynamicky rozsah koncentrace proteinu v biologickém vzorku muze pfekrocit 10 Fadu

Pozadavek: Cisty vzorek s omezenou komplexitou
11/celkem



e
10'9 Really Is Wide Dynamic Range

Slide courtesy Bruno Domon, ETH Zurich

Prefrakcionace a obohaceni nizkoabundantnich proteint
= efektivnéjsi identifikace a studie cilového proteinu

12/celkem



MS analyza proteinového vzorku

EICEITEC

Snizeni komplexity vzorku

Subcelularni frakcionace

Frakcionace na urovni proteinu

B Frakcionace na Urovni peptidu

13/celkem



MS analyza proteinového vzorku
Snizeni komplexity: Subcelularni frakcionace

Buniky v
- kultivacnim médiu

——
Odebrani by Wanéni bunék a bunéénych zbytki
° Proteiny sekretované do kultivacniho média
(sekretom)
/ kunecna lyze

Povrchové.vézané ' Bunéény lyzat — charakter dle povahy lyzaéniho pufru (v pfipadé jemnéjsich
proteiny / =

/ lyzacnich podminek zachovany intaktni organely)

Izolace bunéénych
kompartment

Membrany
Jaderné proteiny

/ Cytoplasma — > Mitochondrialni proteiny

\,\ Cytosolarni proteiny

Membranové
proteiny
hydrofobicita, bazicita, velikost

Specifické detergenty pro selektivni extrakci membranovych protein( 14/celkem
- separace od cytosolarnich hydrofilnich protein(



MS analyza proteinového vzorku
Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu

proteinovy Y ' proteinovy
vzorek vzorek

Obohaceni
izkoabundatnic
proteinu

Deplece
abundatnich
proteinu

15/celkem



MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na

urovni proteinu

S [ m— 0
C)f% NG/

Frakcionacni metoda

Centrifugacni metody Ultracentrifugace

Elektroforetické metody  Gelova elektroforéza
Izoelektricka fokusace
Kapilarni elektroforéza

Chromatografické metody Reverzni fazova kapalinova

chromatografie
lontoménicova chromatografie
Afinitni chromatografie

Gelova chromatografie

Ju

Fyzikalné-chemicky
parametr

Hustota
Velikost/naboj
Izoelektricky bod
Velikost/naboj
Hydrofobicita

Naboj

Specificka biomolekularni
interakce

Velikost molekul

16/celkem



MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu
2D SDS-PAGE

2D SDS-PAGE: 5
* 1. rozmér = Izoelektricka fokusace (IEF) 4
- elektromigracCni metoda i

- separace proteinu dle pl "i-‘;*‘ ';':'\:»
v | f—

7

: ". '.03
« 2.rozmér = SDS-PAGE 5 é?.-*
z . )

“ Teraites
- elektromigraéni metoda MW "ﬂ. :
- separace proteinu dle MW te o

- 1.49 SDS/g protein
- SDS pro 2D v kontinualnim uspofadani *, ‘

KONTAMINANTY:
Soli, iontové detergenty, nukleoveé kyseliny, . i
polysacharidy, lipidy, fenolické latky...

17



MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu
2D SDS-PAGE — Solubilizace proteinu

Slozeni solubilizacniho roztoku:

» Chaotropni €inidla (moc€ovina, thiomocovina)

» Neionogenni detergent (CHAPS, C7Bz0O)

* Redukéni Cinidla (DTT, TBP)

 Inhibitory proteaz a enzymu odstranujicich modifikace (napf. fosfataz,
deacetylaz, ...)

* Amfolyty

Komponenty kompatibilni s IEF - nesmi zvySovat iontovou silu

CHAPS C7BzO




MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu
2D SDS-PAGE — 1. rozmer

* 1. rozmer = lzoelektricka fokusace (IEF)
Migrace nabitych Castic v gradientu pH v elektrickém poli

AN TR e i




MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni
2D SDS-PAGE — 1. rozmér A.Linear pH 4-7 ReadyStrip IPG strip

ROZSAH STRIPU
ROZMER STRIPU

I
5+ :
I
I
I

T 1 T
0 25 50 )

100
B. Nonlinear pH 3-10 ReadyStrip IPG strip
10
g—.
B—.
7—
B—
5—
‘—.
3 T T T
0 25 80 75 100
% Total IPG strip length
6.9
5 T A .




MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu
2D SDS-PAGE - 2. rozmeér

« 2. rozmér = SDS-PAGE
« Migrace aniontu v elektrickém poli dle MW

Second Dimension: Separation by size

Blotting

OR

Staining

Silver stain

21



MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu
2D SDS-PAGE — Detekce proteinu

Typy detekce:

Znaceni pred analyzou (DIGE — CyDye, radioaktivni znaceni)
Barveni po analyze

e 1 s . . Sypro Ruby Cobmaésie' silve
Nespecifické barveni: vSechny proteiny

e Viditelné barveni: Coomassie brilliant blue (R250, G250), stfibro (kysela x amoniakalni varianta)

o Fluorescencni barveni: Sypro Ruby (Ex/Em = 280, 450/610 nm), Lucy (Ex/Em = 506/520 nm),
Flamingo Pink (Ex/Em = 512/535 nm), Oriole (Ex/Em = 270/604 nm), Krypton (Ex/Em = 520/580),
Deep Purple (Ex/Em =365, 520/610 nm), Lumitein (Ex/Em = 280, 450/610 nm)

Specifické barveni: post-transla¢ni modifikace (PTM)

« fosforylace: Pro-Q Diamond (pSer, pThr, pTyr), Pierce phosphoprotein staining kit (pSer, pThr)
glykosylace: Pro-Q Emerald, Pierce glycoprotein staining kit

o Radioaktivni znaceni I
. .!
Yaleo
. o
- —




MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu
2D SDS-PAGE - 2. rozmeér

Instrumentace:

|zoelektricky fokusator
Elektroforeticka aparatura
Denzitometr / Fluorescencni skener
SW pro obrazovou analyzu

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

23/celkem



MS analyza proteinového vzorku

Kdyz SDS-PAGE nefunguje... &P CEITEC

velké nativni proteiny membranové proteiny

Natural Human IgM

1 2 G 5 T
-
— B ] 07.4 kDa
N ]
- — Ap— 45 0 kDa
— s 11,0 kDa
e e -
A 21 5 kDa
—— — 14 4 kDa
reduced non-reduced

proteins in sample buffer (SDS/DTT/heat)

24/celkem




MS analyza proteinového vzorku

H
LD O:C‘::U kDa —
Blue Native Electrophoresis BNE @l K©
. N N 1,236 .
Schéagger & von Jagow, 1991 PSR 1,048
* separace proteina v nativnim stavu g 720 |-
* separace membranovych komplext 10 - 10 000 kDa ~N
* vzorky solubilizovany neionogennimi detergenty .
* naboj udélen Coomassie G-250 s
G-250 y' © —_
* BN PAGE gel (strip/band) dale zpracovan © M -
146 |-
Nat q‘_\ S O e N N %=
oo SDS

25



MS analyza proteinového vzorku

BNE vs. BNE

digest 92 PGs

EICEITEC

digest

2-3 PGs —» -
per bandEE !g

—> . 5

SDS-PAGE

26



MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu
IEF Frakcionace

« prefrakcionace v roztoku

: O |EF v roztoku
Ty o frakcionace dle pl
MicroRotofor o obohaceni proteind o vybraném rozsahu pl

prefrakcionace na IPG stripu
o |EF v roztoku s vyuzitim IPG stripu
o frakcionace dle pl

OffGel Fractionator

27/celkem



MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu
IEF Frakcionace

OFFGEL |EF prefrakcionace proteint nebo peptidu

Well frame
IFG gel strip
———

High voltage
—_—

28/celkem



Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteint

el Elution Liquid ~raction Entrapment Electrophoresis @ CEITEC

PIPETTE

ION-PERMEABLE
MEMBRANES
| | I
STACKING GEL RESOLVING GEL
LOADING COLLECTION
CHAMBER CHAMBER

GELFrEE®

Fractionation System

= expedeon

25 ug



MS analyza proteinového vzorku
Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu

proteinovy N ‘, proteinovy
vzorek A —— vzorek
- Frakcionace -
Proteinu

Separace komplexnlch protelnovych

30/celkem



MS analyza proteinového vzorku
Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu

Deplece abundatnich proteinu

Metody

*Precipitace abundantniho proteinu

*Gelova chromatografie

sImunodeplece
Vysoce specificka protilatka proti abundantnimu proteinu imobilizovana na
sorbentu

SC o
- komerc¢ni kity (pf. ProteoPrep 20 Plasma Immunodepletion Kit, Seppro (Sigma-Aldrich); ,1&*‘*
Pierce Top 2/12 Abundant Protein Depletion Spin Columns) r

Seppro®Tip |

Vyhoda:
*Detekce nizkoabundantnich proteinu, které byly pfed depleci maskovany

Riziko:
*Nespecificka vazba cilového proteinu na depletovany abundantni protein
(napf. nizkoabundantni protein krevni plasmy se miuze vazat na depletovany
protein, ktery slouzi jako jeho transportni protein)
=) CilOVY protein midze byt odstranén spole¢né s abundantnim

31/celkem



Priklad: Proteiny plasmy
Abundantni proteiny: ~ mg/ml (Albumin: 30-50 mg/ml, ~ %% protein(i plasmy)
Potencialni biomarkery: ~ pg/ml, nizké hladiny zvlasté v brzske fazi nemaoci

— Fibrinogen
. IgA Total C4 Complement - Complement Factor B

— Alpha-2-Macroglobulin Ceruloplasmin ' ;
1gG Total o | — IgM Total Prealbumin

!~ Alpha-1-Antitrypsin Factor H
, —C3 Complement
~— Haptoglobin

C9 Complement

C1q Complement
C8 Complement

Lipoprotein(a)

Alpha-1-acid Glycoprotein

Apolipoprotein A-1

Albumin Apolipoprotein B

0-90% 90 - 99%




MS analyza proteinového vzorku
Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu

Deplece abundatnich proteinu

Deplece HSA a IgG

—

Before

- o)

o..
e .
»
'
L)

. .
| | —
> w b . *HSAand IgG Removal
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MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu
Obohaceni nizkoabundatnich proteinu

ProteoMiner™ protein enrichment kit

* Redukce dynamickeého rozsahu koncentrace proteinu v komplexni smési

Obohaceni stfedné a nizkoabundantnich proteint a snizeni mnozstvi
abundantnich proteinu

» Princip: velka, vysoce ruznoroda knihovna hexapeptidi vazanych na kulicky
Abundantni proteiny saturuji afinitni ligandy a nadbytecné proteiny jsou
odmyty

X

Stfedné a nizkoabundantni proteiny jsou zakoncentrovany na specifickych
ligandech

Vyhody: Snizeni dynamického rozsahu koncentraci pfi zachovani zastupcu vSech
proteint puvodniho vzorku

: Metoda vhodna pro rozmanité typy vzorkl, nezavisla na dostupnosti protilatek
(na rozdil od imunodeplece) 34/celkem



MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu
Obohaceni nizkoabundatnich proteinu

ProteoMiner™ protein enrichment kit: CPPL Combinatorial Peptide Ligand Library

: Combinatorial
Hexapeptide as Elute

! . Eluate
E 1 @ -
]

]

35/celkem



MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu
Obohaceni nizkoabundatnich proteinu

ProteoMiner™ protein enrichment kit

Native Human Serum Human Serum Fractionated by ProteoMiner

1-DE 2-DE [pH4-7] 1-DE 2-DE [pH4-7]

3L

.«'- ikt
% .
- 220@@&
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MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu
Obohaceni nizkoabundatnich proteing &* —EITEC

» Transfekované bunky
(protein zajmu vazany s tag)

» Magnetické kuliCky s
navazanou protilatku proti
tag

* Promyti kuliCek s
navazanym proteinem

« Digesce proteinu z kuliCek

37/celkem



MS analyza proteinového vzorku

Digesce protein(

proteinovy
vzorek

proteinovy
vzorek

38/celkem



MS analyza proteinového vzorku

Digesce protein(

Vybér vhodné proteinasy (event. kombinace proteinas)
* Redukce a alkylace S-S mustku pred digesci

Digesci ovlivhuje: pomér enzym:substrat, teplota, doba
« Kompatibilita roztokt s naslednou MS

- odstranéni kontaminant — napf. FASP, SP3

Digesce proteinu

| |

v gelu V roztoku
o

-
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MS analyza proteinového vzorku

Digesce proteinu
FASP = filter aided sample preparation

PROTEINY
Lyzat 8M mocovina HydrogenuhliCitan proteiny
SDS DTT IAA amonny Trypsin nukleové
J J v _ kyseliny
inkubace
centrifugace centrifugace centrifugace centrifugace
H — — —
! l &
SDS 8M Urea PEPTIDY
DTT IAA

Nature Methods 6, 359 - 362 (2009)
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MS analyza proteinového vzorku
Digesce proteinu

SP3 = Single-Pot Solid-Phase-enhanced
Sample Preparation

Cell Lysis Examples:
Cleanup « Carboxylated beads
Digestion « HILIC beads
Isotope Labeling * S-trap
Cleanup
Fractionation
vy MS Analysis

©  Magnetic bead <= Peptides

~  Detergent  (, Magnet Mol Syst Biol. 2014;10:757

wW Protein

41/celkem



Odstraneni kontaminant ze vzorku
ingle- ot olid- hase-enhanced ample reparation &> CEITEC

SP3

FProtein Aggregation Capture on microparticles of various surface chemistry

RO g lpnosen il R R
58 g mm Jaen . 9 & Oy
785 Al TG o Qe
oo & X d AO)S
Sdi:bs'zl ptuﬁt::ins Insoluble protein aggregates m;m?;nMcapumml s a(gfg) Sta:::eﬁ ':mde'

Modified according to Batth et al., 2019, Molecular & Cellular Proteomics 18, 1027-1035



Odstraneni kontaminant ze vzorku

Protein Aggregation Capture on microparticles [e@ael @ == I I = &=

EtOH 50% EtOH 80% Trypsin/AB

SP3 beads SP3 binding SP3 rinsing SP3 elution

without
protein

with
protein

s heads clUMping  s——

Modified according to Nature Protocols, November 2018, 14 (1)




MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni peptidu
Frakcionace peptidu v roztoku pomoci LC

Frakcionace:

» off-line: LC (prefrakcionace)

* on-line: LC-MS

« Multidimenzionalni chromatografie: LC-(LC)-... v riznych provedenich

Zakladni faktory ovliviujici frakcionaci peptidu:
« Charakter kolony
» Slozeni mobilni faze

« Fyzikalné-chemicka povaha peptidl
(naboj, polarita, hydrofobicita, velikost)

44/celkem



MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni peptidu
Frakcionace peptidu v roztoku pomoci LC

Chromatografie na reverzni fazi

* NejCasteji pouzivana

» Separace molekul v roztoku na zakladé hydrofobicity
- separace na zakladé rozdélovaciho koeficientu mezi polarni mobilni
a hydrofobni (nepolarni) stacionarni fazi

« Separaci ovlivauje: teplota, rozméry kolony, stacionarni faze, velikost Castic,
iontove-parujici Cinidla, gradient

0@
//I CH3 C1 8 S
S T P e N K i Pt W SO g \/
;i CHz
O
~Isi-o si \)_/
CHz <O > \V
L Ny
CHz
—Lsi-o-si \\/
CH3z o -
7NN

| LS }

nepolarni stacionarni faze  polarni mobilni faze 45/celkem



MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni peptidu
Frakcionace peptidu v roztoku pomoci LC

Hydrofilni interakCni chromatografie (HILIC)
« Separace hydrofilnich peptidl

« Hydrofobni mobilni faze a P — ACN/ ACN
* voda ACN ACN cnztiﬂcl-l3
pufr ACN — ACN L

pH -<-'/ACN 5 ACN
e (e
& S5 wo Ho o
e hydrofilni stacionarni faze - o]
y _4__‘

(), ,(+) - T S \\/“a

» Silica, Si-OH = Si-O H
* Amine, -(CH,);-NH,

+ Diol, -(CH,);-O-CH,-(CHOH)CH,OH
- Amide, -(CH,) -(CO)NH,
+ Zwitterionic, -(CH,).-N(Me);}(CH,), -0’

Vo

1. Distribuce mezi vodnou a organickou vrstvou
2. lontoménicova interakce se skupinami
stacionarni faze

* Vhodna pro separaci posttranslacné-modifikovanych peptidu

46/celkem



MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni peptidu
Frakcionace peptidu na IPG stripu

digest smeési IEF smési peptidu E

proteinu na IPG stripu frakce stripu

i '-fm
)

- -
-

-

ol

- ‘
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MS analyza proteinového vzorku

EICEITEC

Obohaceni peptidu

Obohaceni specifickych posttranslaéné modifikovanych peptidu
» Fosforylace

* Ubiquitinace o Z"::S: Py
* Glykosylace V1] S
« Acetylace :i %fc 5 "2\—/ iy ’m‘
Pristupy: J&';?m ——
« Imunoprecipitace (IP)
(specifické protilatky proti PTM) aisple Enrichment
 Afinitni chromatografie %ﬁf ’ﬁ“
(protilatka nebo ligand — specifita pro PTM) 7‘% ;{‘ j‘f < ?
* Enzymaticka modifikace Twpslir.-m : \L
(specificky enzym pro danou modifikaci) « o “') e —
« Chemicka modifikace A2 ey
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MS analyza proteinového vzorku

Obohaceni peptidd (PCEITEC

 Pfistupy pro obohaceni fosfopeptidu

PRE-FRACTIONATION
TECHNIQUES

covalent
modifications

SCX

typical non-phosphorylated peptide

NH," - Ala - Gly - Glu - Thr - Pro - Val - Lys - COOH
COOH NH,*

net charge: +2

typical phosphorylated peptide

NH," - Ala - Gly - Ser - Thr - Pro - Val - Lys - COOH
PO, NH,"

net charge: +1

multiply-phosphorylated peptide
NH," - Ala - Gly - Ser - Thr - Pro - Val - Lys - COOH
FI’O; |':04. I;IH; net charge: 0

C-terminal non-phosphorylated peptide

NH," - Ala - Gly - Glu - Thr - Pro - Val - Gly - COOH
(I)OOH net charge: +1 49/C€| ke m
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