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ANALYZOVANÝ MATERIÁL příkladANALYZOVANÝ MATERIÁL příklad



PŘÍPRAVA VZORKUPŘÍPRAVA VZORKU

solubilizace                  močovina, thiomočovina, detergentysolubilizace                  močovina, thiomočovina, detergenty
redukce                         DTT, TBP
inhibice                         inhibitory proteáz, fosfatáz, gykosyláz
odstranění kontaminant



DETERGENTYDETERGENTY

žádný celkový nábojžádný celkový náboj

0.5 – 4%

použitelné ve vysokých koncentracích močovinypoužitelné ve vysokých koncentracích močoviny

• neionogenní

• zwitterointové• zwitterointové

SDS jen v nízkých koncentracích (do 0.25%)



Zwitteriontové
C7BzO

Zwitteriontové
detergenty

ASB-14

SB 3-10

CHAPSCHAPS



C7BzOC7BzO
3-(4-Heptyl)phenyl-3-hydroxypropyl)dimethylammoniopropanesulfonate
CHAPSCHAPS
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate

CHAPS               C7BzO

E.coliE.coli



E.coliE.coli

CHAPS

C7BzO



ZÁKLADNÍ PRAVIDLA

� zabránit proteolýze

� jednoduchý postup� jednoduchý postup

� čerstvé reagencie� čerstvé reagencie

� čerstvý vzorek

� odstranit pevné částice - centrifugace� odstranit pevné částice - centrifugace

� odstranit kontaminanty� odstranit kontaminanty



KONTAMINANTYKONTAMINANTY

� soli, zbytky pufrů� soli, zbytky pufrů

� malé endogenní molekuly

� iontové detergenty

� nukleové kyseliny� nukleové kyseliny

� polysacharidy

� lipidy� lipidy

� fenolické látky



2-DE

• první rozměr
IEF

• první rozměr

• druhý rozměr

SDS-PAGE

• druhý rozměr



ROZSAH STRIPUROZSAH STRIPU
ROZMĚR STRIPU



ROZSAH STRIPU

MW

pI  3 - 10 NL                         pI  4 - 7pI  3 - 10 NL                         pI  4 - 7



1. ROZMĚR IZOELEKTRICKÁ  FOKUSACE

migrace nabitých částic v gradientu pH v elektrickém poli



IZOELEKTRICKÁ  FOKUZACEIZOELEKTRICKÁ  FOKUZACE

• imobilizovaný pH gradient• imobilizovaný pH gradient
• amfolyty





EKVILIBRACE STRIPU

denaturace    SDS ••••

••••redukce DTT •••• alkylace             IAA ••••



2. ROZMĚR SDS-PAGE

migrace aniontů v elektrickém poli podle MW



DETEKCE  PROTEINUDETEKCE  PROTEINUDETEKCE  PROTEINUDETEKCE  PROTEINU

• gel   x blot

• visualizace barvení
radioaktivitaradioaktivita
imunodetekce

• barvení v gelu po elektroforéze
před elektroforézoupřed elektroforézou

specifické pro proteinspecifické pro protein
specifické pro PTM

viditelné spektrum
fluorescencefluorescence



Negativní barvení                    CBBNegativní barvení                    CBB

DIGE                                        AgDIGE                                        Ag



BARVENÍ PROTEINU V GELUBARVENÍ PROTEINU V GELU

Coomassie Blue R-250, Coomassie Blue G-250Coomassie Blue R-250, Coomassie Blue G-250
Stříbro: kompatibilní s MS 

nekompatibilní s MSnekompatibilní s MS
Sypro Ruby, Flamingo Pink, Lucy, Deep Purple 
Pro-Q Diamond, Pro-Q EmeraldPro-Q Diamond, Pro-Q Emerald

0.6 ng (8 ng) 36 ng 1 - 4 ng0.6 ng (8 ng) 36 ng 1 - 4 ng

Stříbro                                Coomassie Sypro RubyStříbro                                Coomassie Sypro Ruby



BARVENÍ PROTEINUBARVENÍ PROTEINU
LINEARITA



BARVENÍ PROTEINU – LINEARITA      BARVENÍ PROTEINU – LINEARITA      

Sypro RubySypro Ruby



Ag Sypro Ruby
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ANALÝZA OBRAZU          ANALÝZA OBRAZU          

• kvalitativní
• kvantitativní





Biomarkery v lidské plasmě

Den 21 – před klinickým projevem Den 44 – po klinickém projevuDen 21 – před klinickým projevem Den 44 – po klinickém projevu



DIGESCE

• IN-GEL
• IN-SOLUTION

trypsin      Glu-C      Asp-N     thermolysin

• IN-SOLUTION

MAVEPFPRRPITRPHASIEVDTSGTGGSAGSSEMAVEPFPRRPITRPHASIEVDTSGTGGSAGSSE
KVFCLIGQAEGGEPNTVYELRNYAQAKRLFRS
GELLDAIELAWGSNPNYTAGRILAMRIEDAKP
ASAEIGGLKITSKIYGNVANNIQVGLEKNTLSDASAEIGGLKITSKIYGNVANNIQVGLEKNTLSD
SLRLRVIFQDDRFNEVYDNIGNIFTIKYKGEEA
NATFSVEHDEETQKASRLVLKVGDQEVKSYD
LTGGAYDYTNAIITDINQLPDFEAKLSPFGDKN
LESSKLDKIENANIKDKAVYVKAVFGDLEKQTLESSKLDKIENANIKDKAVYVKAVFGDLEKQT
AYNGIVSFEQLNAEGEVPSNVEVEAGEESATV
TATSPIKTIEPFELTKLKGGTNGEPPATWADKL
DKFAHEGGYYIVPLSSKQSVHAEVASFVKERSDKFAHEGGYYIVPLSSKQSVHAEVASFVKERS
DAGEPMRAIVGGGFNESKEQLFGRQASLSNPR
VSLVANSGTFVMDDGRKNHVPAYMVAVALGG
LASGLEIGESITFKPLRVSSLDQIYESIDLDELN
ENGIISIEFVRNRTNTFFRIVDDVTTFNDKSDPVENGIISIEFVRNRTNTFFRIVDDVTTFNDKSDPV
KAEMAVGEANDFLVSELKVQLEDQFIGTRTIN
TSASIIKDFIQSYLGRKKRDNEIQDFPAEDVQVI
VEGNEARISMTVYPIRSFKKISVSLVYKQQTLQVEGNEARISMTVYPIRSFKKISVSLVYKQQTLQ
A

MS



IDENTIFIKACEIDENTIFIKACE

HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETRIEHMOTNOSTNÍ SPEKTROMETRIE

• ionizátor, analyzátor, detektor
• hmotnost/náboj• hmotnost/náboj
• MALDI generuje ionty z pevné fáze
• ESI   generuje ionty z kapalné fáze• ESI   generuje ionty z kapalné fáze

databáze

identifikaceidentifikace



DIGESTDIGEST

BSA
v geluv gelu
kompatibilní stříbro

odbarvený gelodbarvený gel

gel bez odbarvení



2D or not 2D ?

• rozlišení
• vizuální aspekty• vizuální aspekty
• multigelové jednotky
• dynamický rozsah • dynamický rozsah 
• extrémní proteiny (membránové,basické...)
• reprodukovatelnost, image analýza• reprodukovatelnost, image analýza
• citlivost barvení
• pracnost• pracnost
• nesnadná automatizace
• postdigesční extrakce• postdigesční extrakce



Difference Gel Electrophoresis  DIGEDifference Gel Electrophoresis  DIGE





Struktura našeho experimentu

• příprava vzorku

Struktura našeho experimentu

• 1. dimenze: IEF rehydratace IPG stripu (pasivní, se vzorkem)• 1. dimenze: IEF rehydratace IPG stripu (pasivní, se vzorkem)

izoelektrická fokusace                      

• 2. dimenze: příprava gelu• 2. dimenze: SDS-PAGE příprava gelu

ekvilibrace IPG stripu v SDS pufru

přenos IPG stripu na povrch gelu

elektroforéza                     

• barvení proteinů                     

• obrazová analýza                     • obrazová analýza                     

• in-gel digesce

• analýza proteolytického digestu hmotnostní spektrometrií                     • analýza proteolytického digestu hmotnostní spektrometrií                     

• databáze – určení identity proteinu                     



Tak by měla vypadat vaše separace…Tak by měla vypadat vaše separace…



KERATINY ! ! !  Potlačení ionizaceKERATINY ! ! !  Potlačení ionizace

alpha-1-antiproteinase, antitrypsin Score  83
potvrzeno na MALDI-TOF/TOF MS Score 239

a.i.

potvrzeno na MALDI-TOF/TOF MS Score 239
Neoznačené píky:  keratiny nebo autolýza trypsinu
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G  I  G  OG  I  G  OG  I  G  OG  I  G  OG  I  G  OG  I  G  OG  I  G  OG  I  G  O



G  I  G  OG  I  G  OG  I  G  OG  I  G  OG  I  G  OG  I  G  OG  I  G  OG  I  G  O

GARBAGE  IN  - GARBAGE  OUTGARBAGE  IN  - GARBAGE  OUT
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II.  PREFRAKCIONACEII.  PREFRAKCIONACE



vzorek

solubilizace

deplece/obohaceníprefrakcionace

2D GE

digesce
in-gel

separace
směs peptidů

odsolení ESI-MS

separace
RP-HPLC nebo CE

odsolení
MALDI-MS

ESI-MS
ESI-MS/MS

PMF
fragmentační 
spektrum PST

identifikace proteinu





PREFRAKCIONACE

Zoom IEFMicroRotofor



PREFRAKCIONACE
pI

PREFRAKCIONACE

MIKRO ROZSAHY

pI





DEPLECEDEPLECEDEPLECEDEPLECE

odstranění abundantních proteinů

DEPLECEDEPLECEDEPLECEDEPLECE

odstranění abundantních proteinů

HSAHSAHSAHSA
IgGIgGIgGIgG
HSAHSAHSAHSA
IgGIgGIgGIgG

Vivapure Kit



DepleceDeplece

nedepletované sérum   depletované sérum  nedepletované sérum   depletované sérum  

vázaná frakceredukce a alkylace        vázaná frakce vázaná frakceredukce a alkylace        vázaná frakce



Lidská plazma - vázaná frakce po afinitní depleciLidská plazma - vázaná frakce po afinitní depleci

ALBUMIN

IgG Barvení: CB G-250

ApolipoproteinApolipoprotein

albumin

Immunoglobulin kappa light chain
Immunoglobulin light chain



GELOVÁ  CHROMATOGRAFIEGELOVÁ  CHROMATOGRAFIE



III.  CENTRÁLNÍ  LABORATOŘIII.  CENTRÁLNÍ  LABORATOŘ



CENTRÁLNÍ LABORATOŘ

• přístup k pokročilým technologiím na bázi sdílené• přístup k pokročilým technologiím na bázi sdílené
instrumentace a její kvalifikované obsluhy

proteomické techniky proteomické techniky 
genomické techniky

• výuka - přednášky a praktické kurzy • výuka - přednášky a praktické kurzy 
• členství v Association of Biomolecular Resource Facilities



TECHNIKY  V   CENTRÁLNÍ  LABORATOŘI

• sekvenování a fragmentační analýza DNA• sekvenování a fragmentační analýza DNA

• syntéza a purifikace oligonukleotidů

• kapalinová chromatografie• kapalinová chromatografie
• gelová elektroforéza 
• analýza obrazu• analýza obrazu
• digesce proteinů 
• hmotnostní spektrometrie• hmotnostní spektrometrie

• minisklad reagencií pro molekulární biologii• minisklad reagencií pro molekulární biologii



ŘEŠENÉ  PROJEKTY

sekretované depletovaná

ŘEŠENÉ  PROJEKTY

sekretované
mikrovesikly
kmenových 

depletovaná
plazma
GvHDkmenových 

buněk
signální
proteiny

GvHD
biomarkery

proteiny

lymfocyty
biomarkery

myelomové
buňkybiomarkery

terapie
GvHD

buňky
biomarkery
terapieGvHD terapie



ŘEŠENÉ  PROJEKTY

bakteriofágy

ŘEŠENÉ  PROJEKTY

kvasinkybakteriofágy
potenciální
terapeutika

kvasinky
průmyslový
význam

Hordeum

Rattus 
Norvegicus
vliv polutantůHordeum

vulgare
vliv stresu

vliv polutantů
na in-vitro
modelyvliv stresu modely





http://www.sci.muni.cz/FGPhttp://www.sci.muni.cz/FGP


