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Rozmanitost vzorku
Protein extraction = “more of an art than a science”

Phospholipid
Bilayar

Channel
Protein

Obecné principy izolace:
* RozruSeni bunek — lyzacni pufry, mechanicky
« Dalsi postup dle povahy cilového proteinu:

- srazeni (napf. aceton, TCA)

- zmeéna pH

- zména koncentrace soli, imunoprecipitace...
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Mechanické pristupy rozbiti membran

Pristup Nastroj /Pomuckal/Pristroj
Mechanicky mixér

» Homogenizatory

| (Dounce Homogenizer, Potter-
Elvehjem Homogenizer)
French Press

Homogenizace v roztoku

Sonikace Ultrazvukovy homogenizator

Zmrazeni/rozmrazeni Mrazak €i suchy led s EtOH

Manualni rozméInéni v/- Miska a tloucek

Ultrasonikacni sonda
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Princip

Rozmélnéni bunék/tkané

Bunécna Ci tkanova suspenze
protlacena uzkym otvorem

Rozbiti bunék pomoci ultrazvukovych
vin

Bunky jsou rozbity ledovymi krystaly
vznikajicimi opakovanymi cykly
zmrazovani a rozmrazovani

Rozmélnéni rostlinné tkané v tekutém
dusiku

Gentler sonication than

probe and cup horn sonicators...

5ul to 2m

SIXTEEN
SAMPLES

SIMULTANEOUSLY




Rozbiti membran pomoci lyza€nich roztoku

JemngjSi a jednodussi pfistup v porovnani s mechanickym rozbitim bunéénych membran (muze byt i v kombinaci s
homogenizaci i mechanickym rozmélnénim)

RozruSeni lipidové vrstvy solubilizaci proteint a narusenim interakci lipid:lipid, protein:lipid a protein:protein

« Slozeni lyzaéniho roztoku:
detergent + pufr + dalSi reagencie (specificke dle typu vzorku: chaotropni Cinidla, soli, inhibitory proteaz

a enzymu odstranujicich modifikace, redukéni Cinidla...)

Detergenty
— ionogenni (kationtové/aniontové) — silné solubilizacni a denaturacni ucinky o O . MG CH o
: CH; - N N i
SDS '::o o o H T \/‘\/,\/“\_(ISDI—O
Sodium Dodecyl Sulfate megﬁf . A " xH20
0-Ma+ CHAPS HO" ) “OH
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate
— zwitteriontové idla i Si&T .
zpravidia jemnéjSi  Nonidet p-40 o
s niz8imi denaturanimi Lo OH
— neiontove O s
UCInky H3CH30 CHy
* Vliv teploty Volba lyzaéniho roztoku s ohledem na kompatibilitu s naslednym zpracovanim vzorku

a jeho analyzou
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Priklady inhibitoru proteaz

7

phenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF):
inhibitor serinovych i cysteinovych proteaz

kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA):

inhibitor metaloproteaz

Aprotinin:
inhibitor serinovych proteaz
komplex disociuje pfi pH >10 nebo <3.2

Leupeptin:
inhibitor serinovych a cysteinovych proteaz

Pepstatin A:
inhibitor kyselych proteaz
ch CH;
OH
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Priklady inhibitoru fosfataz

fluorid sodny (NaF):
inhibitor serinovych i treoninovych fosfataz

vanadi€énan sodny (Na;VO,):
inhibitor tyrosinovych fosfataz
Inutna aktivace, tj. depolymerace opakovanym varenim a tpravou pH na 10!

B-glycerofosfat:
inhibitor serinovych i treoninovych fosfataz "D\/z

O

/A

o ;\\

a O
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MS analyza proteinového vzorku 10'° Really Is Wide Dynamic Range

Cil MS:

- Analyza proteinl v komplexni smési

« Analyza cilového proteinu/cilové skupiny
proteind

Cilovy protein pfitomen v komplexni smési:

* lonizace velkych molekul probiha optimalne
v priblizné vyvazenych mnozstvich komponent

* MS spektrum z komplexni smési — prekryvani
mnozstvi komponent

Slide courtesy Bruno Domon, ETH Zurich

« Abundantni komponenty — potlaeni signald nizkoabundatnich
Dynamicky rozsah koncentrace proteinu v biologickém vzorku
muZze prekrocit 10 radu

Pozadavek: Cisty vzorek s omezenou komplexitou
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MS analyza proteinového vzorku

a

Subcelularni frakcionace .

Snizeni komplexity vzorku

_ . ®
Frakcionace na urovni proteinu
Separace
Deplece
Obohaceni
Frakcionace na urovni peptidu i
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MS analyza proteinového vzorku -
Snizeni komplexity: Subcelularni frakcionace

Buriky v kultivaénim médiu

© >
/I v ’ v v v ’ o
Odebrani / Wranem bunék a bunécnych zbytk
bunék :

b\
@ = Proteiny sekretované do kultivacniho média

(sekretom)
Bunécna lyze
Povrchové vazane \
proteiny Bunécny lyzat — charakter dle povahy lyzaéniho pufru (v pripadé
/ jemnéjsich lyzacnich podminek zachovéany intaktni organely)
Membrany Izolace bunécnych
kompartment , .
/ Jaderné proteiny

Cytosolarni protein
hydrofobicita, bazicita, velikost y P v

Specifické detergenty pro selektivni extrakci membranovych proteint
- separace od cytosolarnich hydrofilnich protein(
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MS analyza proteinového vzorku
Snizeni komplexity

proteinovy Fr?fjf;’ﬂf proteinovy
 Centrifugaéni metody " vzorek » UWL | vzorek
Ultracentrifugace (hustota) omplexni \ /ieparace kompﬁggh pmtemwch\ /JEandUChy
* Elektroforetické metody ( ~—— ~
Gelova elektroforéza (velikost/néboj) abﬁﬁg':ti?ch nimggiziZZ?;ich
|zoelektricka fokusace (pl) \..___,,- proteint ~ proteind

Kapilarni elektroforéza (velikost/naboj) ..
o

e Chromatografické metody

Reverzni fazova kapalinova chromatografie (hydrofobicita)
lontoménicova chromatografie (ndboj)

Afinitni chromatografie (specificka biomolekularni interakce)
Gelova chromatografie (velikost)
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MS analyza proteinového vzorku

Isoelectric point (pl)

pH 3 4 5 6 :7 8 9 10

]
[(Anoce B ! - ' Cathode
® 2

net charge (+2) (0) {-2)

2D SDS-PAGE:

* 1. rozmér = Izoelektricka fokusace (IEF)
- elektromigracni metoda - migrace nabitych
castic v gradientu pH v elektrickem poli

- separace proteinu dle pl pH 3

« 2.rozmér = SDS-PAGE
- elektromigraéni metoda - migrace aniontu
v elektrickém poli dle MW g gr.

- separace proteint dle MW . . .
- 1.4g SDS/g protein MW " o ‘,‘o :
- SDS pro 2D v kontinualnim uspofadani A

KONTAMINANTY: - e vy,
Soli, iontové detergenty, nukleové kyseliny, e

polysacharidy, lipidy, fenolicke latky...
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MS analyza proteinového vzorku

Slozeni solubilizacniho roztoku:

« Chaotropni €inidla (mocovina, thiomocovina)

« Neionogenni detergent (CHAPS, C7Bz0O)

« Redukéni ¢inidla (DTT, TBP)

 Inhibitory proteaz a enzymu odstranujicich modifikace (napf. fosfataz, deacetyiaz, ...)
« Amfolyty

Komponenty kompatibilni s IEF - nesmi zvySovat iontovou silu

CHAPS
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MS analyza proteinového vzorku

Typy detekce:

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

':: “ t..‘ 1
N
oo 1 s . ) Sypro Ruby Coomassie silver
Nespecifické barveni: vSechny proteiny

« Viditelné barveni: Coomassie brilliant blue (R250, G250), stribro (kyseld 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

e« Radioaktivni znaceni

- - .'. -
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MS analyza proteinového vzorku

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

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

16 C7250 Priprava vzorku pro MS analyzu



MS analyza proteinového vzorku
Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu  velkeé nativni proteinf:

kDa _

Blue Native Electrophoresis (BNE) : e ‘
- Separace protein{ v nativnim stavu < O s | -y S 74
« Separace membranovych komplexU "‘[ijjjjum_?_,ﬂzfij::’"“ 70 f e
R @ 250KD2
(10 — 10 000 kDa) %o ) 0 o=
- ’ . r . ' T - —— s 31 0 kDa
« Vzorky solubilizovany neionogennimi sSQP° e -
™ 146 1= S 21 5 kD
detergenty © « - jsacs IR
« Naboj udélen Coomassie G-250 denaturované nativni
(SDS/DTT/95 °C)

1. Rozmér BNE 2. Rozmér SDS-PAGE

B ldiveE” 312,57 1.0 %2 g -

AL U

=

membranove proteiny
o

| Digest 92
PGs Digest 2-3
PGs §

-
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MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni proteinu

prefrakcionace v roztoku
* |EF v roztoku
» frakcionace dle pl

« obohaceni proteint o vybraném rozsahu pI

prefrakcionace na IPG stripu
« IEF v roztoku s vyuzitim IPG stripu
 frakcionace dle pl

prefrakcionace v roztoku s vyuzitim SDS-PAGE gelu

« IEF v roztoku s vyuzitim IPG stripu
« frakcionace dle pl

Gel Elution Liquid Fraction Entrapment
Electrophoresis (GELFrEE)
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MS analyza proteinového vzorku

Frakcionace

proteinovy Proteint

proteinovy

vzorek - vzorek
kom P lexni Separace komplexnich proteinovych J ednoduc hy
)
Deplece Obohaceni

N\ abundatnich ~ __ nizkoabundatnich
protein( protein(
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MS analyza proteinového vzorku
Snizeni komplexity: Deplece abundatnich proteinu

Metody
*Precipitace abundantniho proteinu
*Chromatografie (kapalinova, gelova, ...)
sImunodeplece
Vysoce specificka protilatka proti abundantnimu proteinu imobilizovana na

SC 2
& |
sorbentu &

54 Seppro®Tip
253
233

- komer¢ni kity (pf. ProteoPrep 20 Plasma Immunodepletion Kit, Seppro (Sigma-Aldrich);
Pierce Top 2/12 Abundant Protein Depletion Spin Columns)

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

Riziko:

*Nespecificka vazba cilového proteinu na depletovany abundantni protein
(napf. nizkoabundantni protein krevni plasmy se muze vazat na depletovany
protein, ktery slouzi jako jeho transportni protein)

=== CilOvy protein miaze byt odstranén spole¢né s abundantnim
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MS analyza proteinového vzorku
Snizeni komplexity: Deplece abundatnich proteinu

Priklad: Proteiny plasmy
Abundantni proteiny: ~ mg/ml (Albumin: 30-50 mg/ml, ~ %2 proteinu plasmy)
Potencialni biomarkery: ~ pg/ml, nizké hladiny zvlasté v brzské fazi nemoci

||— Fibrinogen
Transferrin [~ lgA Total C4 Complement\ .\ Complement Factor B
[~ Alpha-2-Macroglobulin Cenuloplasmin

IgG Total ’ ! — IgM Total Prealbumin

C9 Complement

! — Alpha-1-Antitrypsin Factor H \
| —C3 Complement C1q Complement
~—— Haptoglobin )
Lipoprotein{a)
4 %
(]

Alpha-1-acid Glycoprotein

Apolipoprotein A-1

Albumin Apclipoprotein B

0-90% 90 - 99%
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Pred depleci HSA a IgG

*HSA and I2G Removal



MS analyza proteinového vzorku
Snizeni komplexity: Obohaceni nizkoabundatnich proteinu

ProteoMiner™ protein enrichment kit
« Redukce dynamického rozsahu koncentrace proteinu Combinatorial

v komplexni smési Qm)
- Obohaceni stfedné a nizkoabundantnich protein{ Hexapeptide

a snizeni mnozstvi abundantnich protein{
Princip: velkd, vysoce rliznoroda knihovna hexapeptidl

vazanych na kulicky
Abundantni proteiny saturuji afinitni ligandy
a nadbytecné proteiny jsou odmyty
X

Stfedné a nizkoabundantni proteiny jsou

zakoncentrovany na specifickych ligandech " o

Vyhody: e i

»  Snizeni dynamického rozsahu koncentraci S - [, - sy % o
pfi zachovani zastupcl vsech proteind ptivodniho Sl 5 e
vzorku

« vhodny pro rozmanité typy vzorkd{, nezavisla na dostupnosti protilatek (na rozdil od imunodeplece)
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MS analyza proteinového vzorku

proteinovy
vzorek N Y%\
komplexni Digescc:g _jf t-_a , k
peptidovy vzore
ﬁ =) komplexni

| /

proteinovy ~_

vzorek \

vzorek
jednoduchy
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MS analyza proteinového vzorku
Digesce proteinu

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

Digesci ovliviiuje: pomér enzym:substrat, teplota, doba
Kompatibilita roztokl s naslednou MS

- odstranéeni kontaminant — napr. FASP, SP3

Digesce proteind

v gelu v roztoku
=
: V
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MS analyza proteinového vzorku
Digesce proteinu v roztoku

PROTEINY
Lyzat 8M mocovina Hydrogenuhli€itan proteiny
SDS DTT IAA amonny Trypsin nukleové
« FASP = Filter Aided Sample Preparation ! ! J Voo kyseliny
centrifugace centrifugace centrifugace centrifugace
H — — s —
| ! 4
SDS 8M Urea PEPTIDY
DTT IAA %. -
Nature Methods 6, 359 - 362 (2009) %
Cell Lysis
« SP3 = Single-Pot Solid-Phase-enhanced Sample Preparation Cleanup
Digestion
+Organic solven + Microparticles Isotope Labeling
R0 g DEmy g T ®
\%b @@ +Hi§n & %\[fé{gw \ \© @ J@Jy@ Cleanup
oz B (\6)\/ @J Fractionation
s & A X & | © A O
e > cb v MS Analysis
4 , Initiation of on-bead/micn icl Stabilized mi icle- ; :
bl proinaggegaes LT SO e } B 0
WV Protein
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MS analyza proteinového vzorku
Frakcionace na urovni peptidu

Frakcionace:

« off-line: LC (prefrakcionace)

« on-line: LC-MS

 Multidimenzionalni chromatografie: LC-(LC)-... v rliznych provedenich

Zakladni faktory ovliviuijici frakcionaci peptidQ:
« Charakter kolony
« Slozeni mobilni faze

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

26 C7250 Priprava vzorku pro MS analyzu



MS analyza proteinového vzorku
Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni peptldu

Frakcionace peptidu v roztoku pomoci LC

Chromatografie na reverzni fazi
* NejCastéji pouzivana

Separace molekul v roztoku na zaklade hydrofobicity

- separace na zakladé rozdélovaciho koeficientu mezi

polarni mobilni a hydrofobni (nepolarni) stacionarni fazi |
Separaci ovliviuje: teplota, rozméry kolony, stacionarni
faze, velikost Castic, iontové-parujici Cinidla, gradient

Hydrofilni interakCni chromatografie (H!LIC)

« Separace hydrofilnich peptidu

» Hydrofobni mobilni faze (napf. ACN + voda, pufr)

« Hydrofilni stacionarni faze

. Silica, Si-OH = Si-0"H""
Amlne, '(CH2)3'NH2

Diol, -(CH,);-O-CH,-(CHOH)CH,OH
Amide, -(CH,),-(CO)NH,

Zwitterionic, -(CH,). -N(Me);-(CH,) -SO}
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3 i-0-Si /
CHy

PR N P NP P N\

nepolarni stacionarni faze

nepolarni analyt polarni analyt
w C18 (A

CH3

CH3

polarni mobilni faze

lontové parujici Cinidla s AT
H«""~./\/\/
Soa' HJN\/\/\/
‘ NH;" : Nt«_" mf,' 4 NH;® . Nr\‘ mg,‘ g un,"
RUREURIMIMO MO MR
REUREUBUERBRBUE
RECRORERERELER
gz zﬂmuﬁé
ACH acn AN e Mz’i’%.*gi’i?éi’iw
ACN — CHCHCH 4 DERETERLEEREEAQ:
ACN — ACN |4 i i L S S
—-—-"""'>ACN 3  ACN
H . . .
o 5 i 1. Distribuce mezi vodnou a
g Ho

Vhodna pro separaci posttranslacné-modifikovanych peptidu

organickou vrstvou
2. lontoméniCova interakce se
skupinami stacionarni faze



MS analyza proteinového vzorku

Snizeni komplexity: Frakcionace na urovni peptidu
Frakcionace peptidu v gelu

:

| = - =

- U}

digest smési IEF smési peptidu '-:].»_i
protein( na IPG stripu frakce stripu
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MS analyza proteinového vzorku
Snizeni komplexity: Obohaceni peptidu

Obohaceni specifickych posttranslacné modifikovanych peptidd

« Fosforylace
« Ubiquitinace
« Glykosylace
« Acetylace

Pristupy:
« Imunoprecipitace (IP)
(specifické protilatky proti PTM)
« Afinitni chromatografie
(protilatka nebo ligand — specifita pro PTM)
« Enzymaticka modifikace
(specificky enzym pro danou modifikaci)
« Chemicka modifikace
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MS analyza proteinového vzorku
Snizeni komplexity: Obohaceni peptidu

Pristupy pro obohaceni fosfopeptidu

.. -
PRE-FRACTIONATION ENRICHMENT ™
SN Y

— e

mn-exchang o ‘/
chromatog ra@ H"JC )
afflmty -based

-\ tachmques

covalent

antibodies modifications

b\
™ = i
SC)_( " sAX ( scx ) er N o R R
typical non-phosphorylated peptide Wi “' |MAC ) / I\ ydﬂ)xjr u-dlazr"\ 4 (: B-allminatlon j
N i ,f - _ Gl
¢ Aa — — - apatite __resin__~ % —
NHy ~Ala- Gy = Glu=Thr<Pro-Vel-Lye ~COOH  yrppappa: i (" MOAC vl Fhos-\\ e — " carbodiimide - ™~
COOH NH,* S A 5 Tag A "\ cnndensatinn

typical phosphorylated peptide

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

3

net charge: +1

multiply-phosphorylated peptide
NH," - Ala - Gly - Ser - Thr - Pro - Val - Lys - COOH
PO, PO, NH,*

3

net charge: 0

C-terminal non-phosphorylated peptide

NH," - Ala - Gly - Glu - Thr - Pro - Val - Gly - COOH
COOH net charge: +1



Zpracovani vzorku v minimalnim objemu

Celoproteomova analyza vyzaduje desitky mikrogram vstupniho (~ 10e5 bunék)
vzorku vzhledem Kk:

 dynamickému rozsahu koncentrace protein{ v burice

» citlivosti hmotnostnich spektrometr

Pri zpracovani velkého mnozstvi vzorku se ztraci informace o heterogenité bunek.
I v ramci jednoho bunécného typu existuji riizné populace, které se liSi v genové
expresi.

Minimalizace ztrat vzorku kv{li nespecifickym interakcim protein{/peptidd s povrchy
Nutno:

« minimalizovat objem vzorku pri zpracovani

« eliminovat prenos vzorku

 blokovat nespecificke interakce

w =
QP e
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Zpracovani vzorku v minimalnim objemu

NanoPOTS

Nat. Commun., 2018, 9 (1), 882.

OAD (Qil-Air-Droplet) chip

oil Reagent

droplet

Anal. Chem., 2018, 90 (8), 5430 — 5438.
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Sklenény Cip s hydrofilnim povrchem (pramér 1 mm).

VSechny kroky (extrakce, redukce, alkylace, digesce) probihaji
v nanojamce (objem 200 nl) — 99% redukce objemu oproti
standardnim pfistupim

Pro lyzi pouzit detergent kompatibilni s MS (Rapigest).
|dentifikace: stovky proteinl z jednotlivych HelLa bunék

Kapka s bufikami na nizkovazebném milimetrovém Cipu.
Vzorek prevrstven kapkou oleje (potlaCeni evaporace).
|dentifikace: stovky proteint z jednotlivych HelLa bunék
VSechny kroky (extrakce, redukce, alkylace, digesce) probihaji
v nanokapce (550 nl).

Kapilara C18 vlozena do kapky — on-line odsoleni.

|dentifikace: 51 proteinu (z 1 HeLa b.) — 1360 (ze 100 HelLa b.).
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J. Proteome Res., 2020, 19 (7), 2654 — 2663.

MicroFASP

support

Anal. Chem., 2020, 92 (7), 5554 — 5560.

33 (C7250 Priprava vzorku pro MS analyzu

Ultrafiltracni membrana v utésnéné mikroreakéni komurce
(objem 1.2 ml).

Zalozeno na pristupu FASP — miniaturizace (objem 600 nl).
Integrovana pumpa s vicecestnymi ventily pro privod reagencii.
On-line napojeni na LC-MS/MS.

Miniaturizace povrchu filtraéni membrany u FASP (0.1 mm?).
Membrana integrovana do 20ul pipetovaci SpiCky.

1/10 objemu oproti standardnimu FASP.

|dentifikace: 3000 proteind (z 10e3 bunék).
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(Integrated Proteome analysis Device) guanidine hydrochlorid, EDTA, trypsin) injikovany do
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Anal. Chem., 2015, 87 (13), 66/4 — 6680.
Anal. Chem., 2018, 90 (23), 14003 — 14010.

SP3

SP3 Workflow
1. 70% ACN
2. 70 % Ethanol wash
(removing SDS)
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Sonication (SDS) T | Carboxy . “T7 sps free I

magnetic beads
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Cell Trace amount protein C

Mol. Syst. Biol, 2014, 10, 757.

34 C7250 Pfiprava vzorku pro MS analyzu

kapilary, kde probéhla lyze i digesce (50 °C).

* PFfimé napojeni na LC-MS/MS.
|dentifikace: 813 proteinu (ze 100 bunék).

* VylepSeni — zuzeni kapilar (objem 20 nl)

ws * Hela bunka nasata kapilarou pod mikroskopem,

zvySena teplota, ultrasonikace pro podporu lyze
a digesce, on-line s LC-MS/MS.

 |dentifikace: 180 proteinu (z 1 bunky).

« SP3 vhodny pro pfipravu vzorku s limitnim
mnozstvim proteinu.
» Provadi se klasicky ve zkumavkach,
s v mikrolitrovych mnozstvich.

Trypsin
e
» MS Analysis

\ .
Trace amount peptides
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Dekuji za pozornost!

Gabriela Lochmanova
gabriela.lochmanova@ceitec.muni.cz
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