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2-D proteinova mapa
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Priprava vzorku pro 2-DE

Desintegrace biologickych vzorkl bunék, tkané

Inhibice proteas (PMSF, Pefabloc™, Complete™)!! (rostliny!!!!) &
Inhibice fosfatas (Na,VO5, NaF)!

Odstranéni nukleovych kyselin (DNAsa |, benzonasa)!!!

Odstranéni dalSich interferujicich latek (polysacharidy, fenolické I.) !
Nizka iontova sila (10 mM soli)!!!!

Precipitace vzorku (zakoncentrovani, delipidace): aceton,
trichloroctova kyselina

Solubilizace vzorku, pak centrifugace (~16000 g, 20 min, 4°C)




Solubilizace vzorku

omezuji vodikové vazby a
elektrostatické interakce

7 M mocovina, 2 M thiomocovina

s Vv

obaluji hydrofobni ¢asti bilkovin a tim zvySuji
jejich rozpustnost

2-4% CHAPS nebo 1% ASB 14 nebo 1% C7BzO; 0,5-1% TRITON
X-100

Stépi disulfidické vazby -S-S- mezi cysteiny
50-100 mM dithiothreitol

pufruji pH a také zlepsSuji rozpustnost proteinu
Pharmalyte, Bio-Lyte, Ampholyte (2%)




Protokol pro pripravu vzorku

-sklizeni bunék 5000 g, 30 min, 4 C

-promyti 50 mM Tris/HCI pH 7.3, supernatant odlit

-k peletu pridat lyzaéni pufr (7M mocovina, 4% thiomocovina, 1% C7BzO,
70 mM DTT, 2% Pharmalyte 3/10, proteasove a fosfatasové inhibitory)
-desintegrace ultrazvukem 60 x 0.1 s

-solubilizace 1 h/lab T

-centrifugace 16000 g/20 min/4 °C

-stanoveni bilkoviny

-150 pg proteinu precipitovat 7,5 (obj.) nasobkem acetonu 1,5 h / -20°C
-centrifugace 16000 g/20 min/4 °C

-resolubilizace peletu v rehydratacnim pufru (7M mocovina,

2M thiomocovina, 1% C7BzO, 70 mM DTT, 2% Pharmalyte 3/10)
-naneseni na IPG strip

Bouchal P. Zdrahal Z., Helanova S., Janiczek O., Hallberg K.B., Mandl M., Proteomics 20086,
6, 4278-4285




1. rozmér: isoelektricka fokusace (IEF)

Separace podle pl. Pocitaji se volthodiny (Vh)

(prouzky s imobilizovanym pH gradientem) -
dobra reprodukovatelnost, napéti az 10000 V, soucasny
standard, komercné dostupné

pH gradient 3-10 NL

(gradienty existuji v uzkém rozsahu i jedné jednotky pH)
Davkovani vzorku: in-gel rehydratace




Aparatury na IEF
IPG-IEF

IPG-IEF




2. rozmer: SDS-PAGE

e Ekvilibrace IPG prouzku pred SDS-PAGE: obaleni proteint SDS -
(udéluje proteinum uniformni naboj na jednotku hmotnosti),

krok 1: redukce (DTT)
krok 2: alkylace (jodacetamid)

e SDS-PAGE (maly format)
12 % (homogenni) M_15000-100000

o Pufrovy systém: tris-glycin-SDS (=, Laemmli*)




Aparatury na SDS-PAGE
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Barveni gelu

relat. citlivost
Stribrem: analytické (problémy s MS!) + 4+ +
Coomassie brilliant blue (mikropreparativni)  +

SYPRO Ruby/Orange -fluorescencni + + (+)
(analyt.+mikroprep.)

detekce na filmu - autoradiografie

(analyt., inkorporace znac¢eného izotopu

béhem biosyntézy proteinu)

DIGE (diferencni gelova elektroforéza)

(fluorescencni obarveni 2 vzorku

pred 2-DE analyzou, vSechny vzorky v 1 gelu,
vizualizace: 3 ruzné A (jedna referencni))




Obrazova analyza 2-DE gelu

Odecteni pozadi a detekce spotu
Manualni kontrola a korekce detekovanych spotu

Vzajemné prirazovani odpovidajicich si spotu na ruznych
gelech v jedné sadé (matchsetu) - MATCHING

Kvantitativni a statisticka analyza dat
Tvorba obrazovych 2-D databazi

IMAGE MASTER (Amersham Biosciences)
MELANIE (Geneva Bioinformatics)
PHORETIX 2-D / AIDA (Nonlinear Dynamics)




Moznosti identifikace proteinu

e Peptide mass fingerprinting (MALDI-TOF MS)

» Castecna sekvenace peptidt (MALDI-TOF
MS/MS, LC-MS/MS)

L> srovnani s databazi (NCBI, Swiss-Prot/TrEMBL)

e Western-blotting + imunochemicka detekce
(protilatky)




Webova 2-DE databaze Paracoccus
denitrificans

http://web.mpiib-berlin.mpg.de/cgi-bin/pdbs/2d- page/extern/menu_frame.cgi?gel=20




