PROTEOMSKA ANALIZA
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PROTEOMSKE

TEHNIKE:

*LC-MS/MS

*1D elektroforeza
*SDS page
*MALDI

SELDI (surface-enhanced laser
desorption/ionization)




SISTEM DVEH TEHNIK

KROMATOGRAFIJA

MASNA SPEKTROMETRIJA




BIOMARKERJI:

- cistatin B

- beta 2 mikroglobulin
- neopterin

- HLA (human leukocyte
antigen)

VZORCI:

KRI

URIN

CEREBRALNA
TEKOCINA




ZGRADBA APARATA




1IZVAJAMO LAHKO RAZLICNE TIPE KROMATOGRAFIJE:

Gradient wash with increasing elutropic strength

*ANIONSKA BIOLOSKE MOLEKULE:
*KATIONSKA

*AFINITETNA *PROTITELESA
*HIDROFOBNA *RECEPTORJI

*HIDROFILNA
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1. KORAK 2. KORAK

*INKUBACIJA
*IZBIRA NOSILCA *SPIRANJE S
*‘NANASANJE PUFROM
VZORCA

*NANOS EAMS
(energy absorbing
molecules)



3. KORAK 4. KORAK

High sensitivity
and throughput

L

*OBSEVANJE Z *PROGRAMSKA ANALIZA PODATKOV
LASERJEM




Poskus

Placentalnimakrofagiuspesnejeomejujejor
eplikacijovirusa HIV

Intracelularnimehanizmizaviranjanisopozn
ani

Studijatemeljinaprimerjaviproteomovokuz
enih in neokuzenihnmakrofagov

Uporabarazlicnihmetod



Potekposkusa

Pridobitevplacentalnih in
monocitnihmakrofagov

Okuzbadelaceli¢nihkultur s HIV-1

4 vzorci: okuzeni in neokuzeniplacentalni
In monocitnimakrofagi

Analizaprofilaproteinovcelicnihlizatovs
SELDI-TOF



Uporaba SELDI-TOF

Sibkakationskaizmenjava CM-10 in
mocnaanionskaizmenjava Q-10

KalibracijaProteinChipbralnikazavsakoanalizo

CM-10 Cipi so dalivisjevrednosti in
iIntenzitetevrhov

Spektri, ki se razlikujejo v 99 vrhovih

GEE (Generalized estimating equation)
statistiCneanalize in Stevilneprilagoditveprimerjav

27 proteinov



27 razliCnoizrazenihproteinov

SELDI-TOF protein peaks in uninfected and HIV-infected PR

Peak number Peak median, mfz* Peak intensity [n PM” Peak intensity
in PM-HMW
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Luciano-Montalvo C et al., Proteomic Analyses Associate Cystatin B with Restricted HIV-1
Replication in Placental Macrophages, Placenta (2008)



SELDI-TOF spekter
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Identifikacijaproteinov

LC-MS/MS peptidnosekvenciranije je
boljobcutljivo, specificno,
zagotovinatancnepodatke o
identifikacijiproteina in stevilénosti

Uporaba 1D SDS PAGE in izrezustreznihlis
Sekvenciranje z LC-MS/MS

Primerjavateoreticninmolekulskih mas
proteinov z vrhovi SELDI-TOF

|dentifikacija 12 proteinov



12 identificiranihproteinov

Comparison of SELDY protein peaks and LC-MS/MS sequencing data

SELDI-TOF, mjz* Maolecular WELEJH" Total peptides detected in sequencing® Protein name®

MDM PM MWD -HIEY PM-HIY
5905 GOoR7 NE 2 MNF MNF Cyroskeletal 14-like protein
10,330 10,438 2 NF MNF MNF SH3 glutamic acid rich-like protein 3
10778 10,335 ME NF 2 NF Protein 5-100 AS [calgranulin A}
10,959 10932 2 2 2 2 10 kDa heat shock protein
11,181 11,139 4 2 4 3 Cystatin B
11,289 11,749 2 2 2 2 Cytochrome C
12,344 12,774 4 NF 4 MNF SH3 glutamic acid rich-like protein 1
12430 12,805 ME 2 2 NF Myotrophin
13,623 13,242 MF NF 2 2 Protein 5-100 A9 {calgranulin B)
14,545 147116 MNF NF 2 MF Galectin-1
15,013 15,054 5 & 2 5 Profilin
15,790 15,936 2 MNF MNF 2 Superoxide dismutase Cufn

Luciano-Montalvo C et al., Proteomic Analyses Associate Cystatin B with Restricted HIV-1
Replication in Placental Macrophages, Placenta (2008)

O lzmedtehizberejocistatin B zanadaljnjeanalize
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Rezultati

RazliCnoizrazanjecistatina B v
placentalnih in monocitnihmakrofagih

Nizjinivocistatina B bi lahkopripomogel k
omejevanjureplikacije HIV
Sinteticniinhibitorjicistatina B bi
lahkopomagalinadzorovatiokuzbo s HIV
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POZORNOSTJs

ULA STOK
MIRJAM KMETIC
SARA PRIMEC



