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POST-TRANSLACIJSKE
MODIFIKACIJE

o Mehanizem, ki ureja proteom celice

o Kemicnih dogodki, ki potecejo na aminokislinskem
zaporedju kodiranem v ribosomu z encimskimi

reakcijami

o 300 razli¢nih vrst proteinov
s post-translacijsko modifikacijo
o Malo raziskanih na ravni proteoma



BIOKEMICNA ANALIZA POST -
TRANSLACITSKIH MODIFIKACLJ

o Dolocitev vloge modifikacij pri vzpostavitvi vezi
encim-substrat
Identifikacija proteinskih substratov
Dololitev post-translacijskih mest
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o Metoda obogatitvene tehnike z MS in racunalnisko
analizo podatkov



IDENTIFIKACIJA PROTEINSKIH
SUBSTRATOV

o Tezke biokemic¢ne analize in vitro post-translacijskih

modifikacij
METODA IN PREDNOSTI SLABOSTI
VITRO/IN
VIVO
Radioaktivni In vitro / in vivo Dostopni Radioaktivnost, nizka
izotopi reagenti obcutljivost

Western blot

In vitro / in vivo

Dobra afiniteta

Zmerna obcutljivost

globalna raven

Peptidni/protein In vitro Hitro, globalna | Nespecifi¢no, nizka
ski nizi raven obcutljivost,
preverjanje
MS-proteomika In vitro Specifi¢na, Potrebujemo

bogatitveno metodo




MS-PROTEOMIKA

o Najuporabnejsa metoda za identifikacijo substrata in
oznacevanje post-translacijskih mest

1. Proteoliti¢na prebava s specifi¢no proteazo

2. Locevanje post-translacijsko modificiranih peptidov od ostalih
peptidov + obogatitvena metoda

3. Izolacija post-translacijskih peptidov in analiza z HPLC ali MS
(identifikacija peptida in natancna lokalizacijo post-
translacijskih mest)

4. Ocena moznih peptidov z rocnimi ali avtomatskimi nacini
preverjenja za zagotovitev natancnosti



ODKRIVANJE POST-
TRANSLACIJSKIH MODIFIKACIJ

o Obogatitvene metode D g e
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ZMANJTSANJE KOMPLEKSNOSTTI
VZORCA

o Separacija organelov ter _
frakcionacija proteinov =3 s |

in proteoliti¢nih e
peptidov z

elektoroforeznimi .
tehnikami ali

vecdimenzionalnimi ’"*"“‘i S
kromatografijami ol

 Frakcionirani proteini in
peptidi so bolj dovzetni za
obogatitev

Intensity (%)







OBOGATITVENE TEHNIKE

1) SEPARACIJA S PROTITELESI

-Western blot analiza:

‘metoda lo¢evanja proteinov pod vplivom elektri¢nega polja,
*prenos na membrano,

detekcija modifikacij z vezavo protiteles

Detection in Western Blots

Dataction Signal
{colorimetric or chemiluminescent)

Enzyme-conjugated —— Enzyme Subsirate
Secondary Antibody

Primary Antibody
/ \ Target Protein

Membrane Containing Transferred Protein

Diagram 2: lilustration of defection in Wesiern Blots.












MS/MS (Tandemska masna
spektrometrija)

 TIdentifikacija PTM
« Dolocanje lokacije PTM
 Kvantitativno dolo¢anje

Tandem mass spectrometry (MS/MS)
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Prihodnost...

e PTM analize v
prokariontih, evkariontih,
tudi kvasovkah

e Saccharomyces
cerevisiae




