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Analýza proteómu nádorovej línie MCF-7
   pomocou MALDI-TOF/TOF
Marián Petrovič, Soňa Tkáčiková, Ivan Talian, Ján Sabo
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Proteomická analýza v klinickej biochémií Zmena fyziologického stavu v organizme
         (zmene obsahu proteínov)

- sledovanie priebehu chorobného stavu

- stanovenie diagnózy v skorých štádiach

- určenie príčiny vzniku patologického stavu 

- vysoká citlivosť, rozlíšenie, reprodukovateľnosť
- možnosť prepojenia so separačnými technikami

 hmotnostná
spektrometria

                      ATCC
(american type culture collection)

refernčná laboratorna línia
 karcinómu prsníka MCF7
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 800 g
10 min.

bunková línia MCF7

lýza

peletsupernatant

12000 g
15 min.

supernatant pelet

cytoplazmatické proteíny mitochondrie

jadrové protény

bunková línia MCF7

lýza

lyzát + fenol/chloroform

12000 g
10 min.

RNA

+ etanol

 2000 g
  5 min.

DNAproteóm
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150 kDa

5 kDa

pH = 3 pH = 10
                IEF
(izoelektrická fokusácia)
 

                         PAGE
(polyakrylamidová gélová elektroforéza)

štiepenie proteínov trypsínom
         (in gel digestion)
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2D-SCX – RP-HPLC (nano HPLC system Ultimate 3000 ,Dionex)

2. stupeň separácie: RP chromatografia (C18) 

1. stupen separácie: SCX, ionovovýmenná chromatografia

RP C18

pumpa

nástrek

SCX kolona Trap RP C18

spoter

ztrypsínovaná vzorka proteinov (in solution digestion)

acetonitril 95/5 (v/v) obsahujúci 0.025% TFA, 10 μL /min

Acclaim PepMap100

Acclaim PepMap 100 C18 column 
75 μm i.d. × 150 mm, Dionex

Polysulfoethyl Asp 1 mm i.d. × 150 mm,
                         Dionex
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UltrafleXtreme MALDI TOF/TOF (Bruker Daltonik)

Mascot algoritmus (Matrix Science Ltd.)

NCBI databáza

kyselina α-kyano-4-hydroxyškoricová

merací mód: refletron, rozsah od 700 – 350 Da
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Chromatogram vimentinu, tubulinuChromatogram prohibitínu

30 min 50 min

25 min 50 min

0
0

80110

[mAU] [mAU]

  MALDI
TOF/TOF

spoter spoter
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pH = 3

pH = 3 pH = 10

pH = 10

150 kDa

150 kDa

10 kDa

10 kDa
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Ďakujem za pozornosť
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