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profiliranje proteinov z tandemsko masno spektrometrijo

razumevanje razvojnih, fizioloskih in bolezenskih procesov

osnova za obsezno proteinsko profiliranje kompleksnih

T

bioloskih vzorcev

Sibka stran - analiza podatkov
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»post-genomna« era sistemske biologije
—izziv: globalna analiza genske in
proteinske ekspresije

" vetina evkariontskih proteinov je
podvrzena posttranskripcijskii
modifikaciji in/ali posttranslacijskim
modifikacijam

~ 3 e spremenijo aktivnost, interakcije in
lokalizacijo proteina v celici

poslabsajo detekcijo z MS

Mreza 5133 povezav med 2037 ¢loveskimi
proteini, povezanimi s transkripcijskim
faktorjem NF-kB, ki se aktivira ob vnetju.

zelo problematicno za detekcijo nizko

P oerie o et koncentriranih proteinov v prisotnosti
Cytoscape 2.1. visje koncentriranih proteinov (npr.hisnih
Vir: .

; encimov)
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TekocCinska kromatografija - MS

« uvedbo mehke ionizacijske a Array generation
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Incubation Product analysis
* ESl uporabljajo v negelski analizi\ s1 52 3 54
kompleksih proteinskih mesanic, ! 2/
zraven katere se uporablja TS Dried surface by MALDI
MudPIT metoda

Liquid surface by ESI

A 0 © © Represent four unique proteins/enzymes

5'----54 Represent four unique substrates, or
could also be four of the same substrate
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ESI-MS

e proteini v kisli raztopini (prebitek H+)

e ionizirani z razprSevanjem v prisotnosti
mocnega elektricnega polja (~2-5 kV)

s e itivnih i
* tvorjenje disperznih pozitivnih ionov
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* vakuumska regija masnega analiza
specializirano ionsko optiko

Evaporation
Chamber
Capillary

W
e _ESl.zahteva, da ima molekula doka
veliko maso

* inStrument ima majhen masni razpon

—

Vir: http://www.magnet.fsu.edu/education/tutorials/tools/ionization_esi.html




» spekter prikazan z razmerjem mase in
naboja (m/z) na x-osi in relativno
intenzivnostjo (%) posameznega vrha
prikazano nay osi
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* bioloski vzorci seveda sestojijo od vec sto do vec tisoC proteinov,
zato je med vsako LC/MS analizo doloceno Stevilo vzorcev vzoréeno
z CID

e generacija novih masnih analizatorjev, kot je masni analizator na
cas preleta ionov (TOF) s kvadrupolnim predanalizatorjem (Q) in
infrardeca spektroskopija s Fourierjevo transformacijo, nam
omogocajo:

o vecjo hitrost zaporedne masne analize

O manj Sumov

o vecjo obcutljivost oz. nizjo mejo zaznavnosti

o boljso resolucijo in to€nost podatkov




SHOTGUN PEPTIDE SEQUENCING

interpretacija rezulatatov MS/MS spektrov, ki jih dobimo z CID metodo
sekvencioniranje de novo - Casovno prezahtevno

zahteva po avtomatizaciji

SEQUEST - prva programska oprema

dolocitev nabora kandidatov peptidnih sekvenc, ki bi jih bilo smiselno primerjati s
spektrom

vkljucitev le tistih, ki imajo maso blizu opazovani masi peptidnih ionov (uporaba
navzkrizne korelacije).

algoritem STATQUEST

strozje ocenesnatancnosti




MudPIT

* zmanjsati kompleksnost vzorcev
e Yates s sodelavci

» frakcioniranje peptidov z veCdimenzionalno kapilarno-lestvi¢no
kromatografijo, ki so jo izvedli pred LC/MS analizo

. Osnovni MudPIT postopek

~2.5 kV
2D peptide fractionation — ¥
Peptide » - upLc O - g - : Tandem mass — ;
mixture ] - f spectrometer » ==
Strong Reverse
cation phase
exchange (RP-18)
Database
Electrospray search
ionization




MudPIT

glavna prednost: kompleksnost vzorca ob¢utno zmanjsana

detekcija manj koncentriranih ali slabo ioniziranih peptidov se
obcutno izboljsa

MudPIT lahko identificira vec kot 1000 proteinov v 24 urah

detektira lahko majhne, pozitivho nabite proteine. in tudi
hidrofobne transmembranske proteine

odkrivanje veC kemicnih in izotopnih oznacevalcev za vecjo
pravilnost doloCevanja koncentracije proteinov




MudPIT

analiza posttranslacijskih modifikacij s kombinacijo razlicnih
proteoliz

pomembna v funkcijski proteomiki

analiziranje enakega vzorca:
- MudPIT: 2363 proteinov
- 2D elektroforeza: 556 proteinov

doloCevanje tkivno specificnih proteinov

pomoc prirazvijanju ucinkovitih cepiv proti parazitom, ki napadajo
ljudi in povzrocajo razlicne bolezni (npr. malarija)




Subcelularna frakcionizacija in MidPIT

* izolacija specificnih subcelularnih komponent iz tkiv kompleksnejsih
organizmov

* zmanjSamo kompleksnost vzorca
* boljsa zaznava manj zastopanih in manjsih proteinov

e karakterizacija funkcijsko podobnih proteinov.zagotavlja boljsi
vpogledv evolucijo bioloskih sistemov

* natancno dolocanje lokalizacije proteina, tkivne specificnosti




Analiza misjih tkiv z MudPIT

za lazje obravnavanje motenj v razvoju in bolezni misi
analizirali 6 glavnih organskih sistemov (mozgani, srce, pljuca...)
identificirali 5000 proteinov, vec sto novih

dolocili razliko v zgradbi organelov v celicah razlicnih organskih
sistemov

karatkterizirali tkivno specificne proteine za dolocene predele




Podrobnejsi eksperiment na
mitohondrijskih proteinih
najprej z gelsko elektroforezo, kasneje z MudPIT

veliko stevilo odkritih proteinov Se nikoli do sedaj ni bilo povezanih
Z mitohondriji =~

dolocevali lokalizacijo teh proteinov

dokazali so jo neodvisno Se z opazovanjem s'konfokalnim
mikroskopom

Se ogromno neraziskanih stvari




Membranski proteini

Vzporedno naredili dva eksperimenta z proteini jedrne ovojnice
Peptidi bolj topni v vodi kot proteini — boljsi rezultati z MudPIT
Dobili 67 domnevno novih proteinov

Lahko locujemo med perifernimi in integralnimi proteini

Metodo uporabljajo v Stevilnih raziskavah povezanih z boleznimi
srca in ozilja




Meje MudPIT

 MS instrumenti-obratovani cikel ostaja isti

 Vir ionizacije-prednost manjse molekul
t%rtw_
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IzboljSave

MS linearne pasti, hitrejsi obratovalni cikel
Veckrat ponovljen MudPIT-statisticni modeli

Poenostavljena kompleksnost tako da je dodan Se en krog
fragmentacije (FPLCinHPLC) pred MudPIT

e Detection limit

Mumber of proteins detected

1 2 3 4 5 6 7
Number of MudPIT studies performed




Analiza podatkov

e Veliki spiski identificiranih proteinov velik izziv

* Avtomatska analizna tehnologija za filtriranje
ter prepoznavanje lastnosti

* To razkrije biolosko pomembne dejstva




Proteinske zbirke podatkov

e Znane ali napovedane bioloske lastnosti
dobljene iz literature

* ExPASy literatura podporni material




Gene Ontology Consortium

 proteini identificirani z LC/MS ali MudPIT
razdeljeni v GOzadetke

* vsebuje podatke o lokalizaciji, funkciji ter
bioloski vlogi proteina

* Omejitye; pQ
napa

Welcome to the Gene Ontology website!

The Gene Ontology project is a major bioinformatics initiative with the aim of standardizing the representation of gene
and gene product attributes across species and databases. The project provides a controlled vocabulary of terms for

describing gene product characteristics and gene product annotation data from GO Consortium members, as well as
tools to access and process this data. Read more about the Gene Ontology...

Search the Gene Ontology Database

Search for genes, proteins or GO terms using AmiGO :

| con ‘

@ gene or protein name © GO term or 1D




Iskanje z GO

Iskanje z peptidom po bazah podatkov z sekvencami
proteinov

GOCluster, Perl program , ki avtomatsko razdelita
seznam proteinov'identificiranih z MudPIT v
GOzadetke

GOminer poleg tega primerja tudi dva seta podatkov
da-obogati Gozadetke

MouseSpec dobi seznam podatkov poda GOzadetke
obogatene s statisticnimi podatki




Domenske baze podatkov

* Domene igrajo pomembno vlogo pri
interakcijah

* Dva najveckrat uporavljena vira podatkov o
domenah Pfam ter InterPro

e PSORTII iz primarne aminokislinske sekvence
napove subcelicno lokacijo ter potrdi
identifikacijo, negativho-> vsaka sekvenca se
vnese posebej




/druzevanje podatkov

Uporablja se pri iskanju lastnosti stevilnih podatkov
iz raziskav izrazanja genov z mikromrezami

Zdruzevanje podatkov lahko razkrije marsikaj
(regulacija, koizrazanje), je dober zaCetek Ce nic
drugega ni

Programi, ki so na voljo so Cluster3.0, Treeview

Vsaka metoda zdruzevanja nam poda razlicne
rezultate zato je pametno te med sabo primerjati

Dodaten program za ovrednotenje rezultatov
primerjave




Ostali uporabni programi

Spremembe koliCine posamezne komponente
v poteh in funkcionalnih enotah

GenMAPP nam to grafiéno prikaze

Primerjava glavnih lastnosti (MudPIT) in nivo
genskega traskripta (mikromreze)

Za-tose uporabljajo: Affymetrix GeneChip,
BLAST




