Kvantitativnaproteomikanaosnovimasnespektrometrije

Kvantitativnaproteomika je vejabiokemije, ki se ukvarja z dolo¢anjemkoli¢ineproteinov v
celici.Pomembnametodapri tem jemasnaspektrometrija, ki je bila do
nedavnegauporabnazgoljzakvalitativhodolodanje. Kasneje pa sorazviliSepristop, kinam je omogocil, da
pridobimokvantitativnoinformacijo o proteomu.Pritejmetodiprimerjamo signal istegapeptida pod
razli¢nimipogoji in takodobimogroborelativnoocenokoli¢ineproteina v dvehproteomih. Peptide oznacimo s
stabilnimiizotopi, da dobimorazlicnemasepeptidov, izmasnegaspektra pa
dobimokvantitativnoinformacijo.lzotopelahkovklju¢imonadvanacina :kemijskoali pa v
Zivocelicoprekometabolneinkorporacije.

Metoda oznacevanja s stabilnimi izotopi

Je zelo natan¢na metoda in je postala standard za kvantifikacijo proteomana osnovi masne spektroskopije.
Oznake lahko v peptid oz. protein vstavimo na razlicne nacine: dopiranje preko izotopsko oznacenega
analoga, vkljucitev preko encima med prebavo proteinov, vkljucitev izotopa v peptid ali protein in vkljucitev
izotopa v metabolizem celic.Razlika mas med lahkim in tezkim peptidom mora biti vsaj 3-4 Da.Najbolj se
uporabljata Bcin PN, manj pa ’H. Kvantitativna razmerja se dolocijo iz relativne primerjave intinzitet signalov
pri eni sami analizi z MS (v primeru koeluiranih vrhov) ali iz povrsin vrhov, ugotovljenih iz XIC (ekstrahiran
ionski tok), lahkega in tezkega peptida.

Pristopi kemijskega oznacevanja

Pri tem pristopu kemijski ragenti, oznaceni s stabilnimi izotopi, kot taréo izberejo reaktivna mesta na proteinu
ali peptidu. Primer je ICAT, kjer izolirane proteine iz vzorca in kontrole denaturiramo, reduciramo in
modificiramo z lahkim oz. tezkim ICAT reagentom (napade cisteine). Proteomarazgradimo in oznacene
peptide izoliramo s pomocjo avidin kolone, nato pa jihanaliziramo z MS.Poleg cisteinske -SH skupine lahko
oznacimo tudi primarne aminske in karboksilne skupine. Na ta nacin lahko kvantificiramo tudi
posttranslacijske modifikacije.

Metabolna inkorporacija stabilnih izotopov

Pomembennacinoznacevanja je SILAC (stable isotope labeling by amino acids in cell
culture).Grezaoznacevanjeaminokislin s stabilnimiizotopi v celi¢nihkulturah.Oznaceneesencialne AK dodamo
v gojis¢edvehceli¢nihkultur in takouvedemolahko oz.tezkoaminokislino v novo sintetiziranpolipeptid.Nato
protein razgradimo s tripsinom in analiziramo z MS. Vsak par peptidov se lo¢inaosnovirazlike v masahlahkega
oz. tezkegaizotopa.

Zakaj kvantitativna proteomika?

Trenutna tehnologija nam omogoca preucevanje celotnega transkriptoma. V bioloSkeprocese pa so
veCinomaudeleZeniproteini, s kolicino mRNA pa ne moremonatan¢nonapovedatikoli¢ineproteinov, ki se
bosintetizirala, sajnadejanskokoli¢no le-teh v celicivplivajorazlicnifaktorji, kot so njihovarazgradnja, razgradnja
mRNA in posttranslacijskemodifikacije. Zato je v€asihnujno, da analiziramoproteine same oz.
primerjamorazmerje med koli¢inoproteina in mRNA.Da bomolahkokvantificiralicelotne genome, pa
bomomoraliseizboljsatimasnespektrometre in povecatinjihovoobcutljivost.



