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Uvod. Stru¢na charakterizace
2-D DIGE metody

1.

Dvourozmérna diferencni gelova elektroforéza (2-D
DIGE) je moderni modifikace dvourozmérné gelové elek-
troforézy (2-DE)'~, kter4 vyuziva ke znageni proteinovych
vzorki fluorescenénich barviv CyDyes™ (GE Healthcare,
Little Chalfont, Velka Britanie) a kterd byla vyvinuta
v 90. letech 20. stoleti’. O srovnani metody 2-D DIGE
s jingmi variantami 2-DE viz napi.*”. Uziti az t¥ barviv
CyDyes ke znaceni proteinovych vzorkd pied jejich déle-
nim umoziuje nanaset na jeden gel, resp. jeden prouzek
s imobilizovanym pH gradientem (IPG prouzek) dva riizné
vzorky a navic jesté smésny vzorek (obr. 1). Tento vzorek
vznikne smisenim vSech vzorkl, snimiz pracujeme
v daném experimentu, a slouzi jako interni standard. Tak
je vyrazné eliminovan problém kvantifikace proteinovych
skvrn v jednotlivych vzorcich, resp. problém opakovatel-
nosti dvourozmérnych gelii, ktery je hlavnim problémem
klasické dvourozmémé elektroforézy. Moznost kvantita-
tivné€ porovnavat dva vzorky v jednom gelu soucasné spo-
lu s pfitomnosti interniho standardu pfedstavuje hlavni
vyhodu 2-D DIGE oproti 2-DE, kde se na jeden IPG prou-
zek nanasi pouze jeden vzorek. 2-D DIGE tak umoziuje
rozvijet a realizovat strategii expresni a srovnavaci proteomi-
ky tim, Ze daleko preciznéji porovnava a kvantifikuje zmény
v proteinové expresi u dvou rozdilnych vzorkl na jednom
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gelu.

Shodné jako u 2-DE se vybrané proteiny, separované
na gelu v tzv. proteinovych skvrnach, identifikuji hmot-
nostni spektrometrii  (MS). O vyuziti metod MS
v proteomice viz napf. cit.®. Na velkych gelech (24 cm
velky IPG prouzek) lze detegovat az nékolik tisic nejcet-
néjsich proteinovych skvrn v zavislosti na vzorku. To uz
pfedstavuje vyznamnou ¢ast proteomu, zv1ast€ pokud se
jedna o jeho urcitou frakci — subproteom (jaderny, mito-
chondridlni, plastidovy, membranovy, fosfoproteom
apod.). V soucasnosti je 2-D DIGE jedna zvhodnych
a dostupnych proteomickych metod, ktera umoziuje nejen
kvantifikovat a identifikovat tisice proteini najednou, ale
také kvantifikovat rizné post-translacni modifikace téchto
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Obr. 1. Celkové schéma usporadani proteomického experi-
mentu s analyzou proteinii pomoci 2-D DIGE. Pfed dvouroz-
mérnou elektroforézou se dva vzorky proteind a jeden smésny
vzorek pouzity jako interni standard oznadi rozdilnou fluo-
rescencni znackou pomoci CyDye barviv. Tyto vzorky se spolec-
né rozd€li na témze gelu a pak se analyzuji pfi tfech rozdilnych
vinovych délkach. Lze tak zjistit kvalitativni a kvantitativni rozdi-
ly proteinovych vzorkli mezi sebou pii minimalizaci problémi
spojenych s reprodukovatelnosti elektroforetickych analyz. Vy-
brané skvrny vykazujici rozdilnou kvantitu mezi vzorky se na-
sledn¢ vyfezou z gelu a proteiny obsazené v jednotlivych skvr-
nach se identifikuji hmotnostni spektrometrii
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proteinti diky rozdilné pohyblivosti jejich skvrn na dvou-
rozmérnych gelech. Piehled proteomickych metod je uve-
den napf. v cit.’.

2. Cyaninova fluorescenc¢ni barviva CyDyes

Barviva CyDyes jsou nizkomolekularni cyaninova
barviva pouzivana ke znaceni vzorki nanaSenych na jeden
IPG prouzek pied isoelektrickou fokusaci (IEF; 1. rozmér
2-D DIGE). Cyaninovéa barviva obsahuji fluorofor, ktery
zpusobuje fluorescenci barviva. Jedna se o funkéni skupi-
nu na bazi aromatickych heterocyklickych struktur obsa-
hujicich vzdy jeden ¢i vice atoml N, ptipadné jesté atomy
O nebo S jako heteroatomy — napt. pyrol, indol, imidazol,
pyridin, chinolin, thiazol. Tyto struktury jsou spojeny me-
thinovymi mistky a dohromady vytvaii systém konjugo-
vanych dvojnych vazeb'*. Cyaninova barviva se vyskytuji
i vpiirod¢ — napt. fykobilinova barviva sinic (Cyano-
bacteria), ruduch (Rhodophyta) a skrytének (Cryptophyta),
cerveny fykoerytrin (u ruduch R-fykoerytrin), modra bar-
viva fykocyanin a allofykocyanin, ktera slouzi jako sbérné
fotosyntetické pigmenty'' anebo bilinova (Zlu¢ova) barvi-

AR o

Cy3 Cy5
R - CH,-CH,-CH, R-CH,
n=1 n=2

Obr. 2. Strukturni vzorce barviv Cy2, Cy3 a Cy5 pro mini-
malni barveni podle “"* a jejich semisystematické nazvy pod-
le': Cy2, (3-(4-karboxymethyl)fenylmethyl)-3’-ethyloxakarbo-
cyaninhalid N-hydroxysukcinimidylester; Cy3, (1-(5-karboxy-
pentyl)-1’-propylindokarbocyaninhalid = N-hydroxysukcinimidyl-
ester; CyS, (1-(5-karboxypentyl)-1’-methylindodikarbocyanin-
halid N-hydroxysukcinimidylester; X~ — halogenidovy anion
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va bilirubin a biliverdin, ktera vznikaji v hepatocytech jako
produkty degradace hemoglobinu'’. Fluoroforem téchto
piirodnich cyaninovych barviv jsou linearni tetrapyrolové
struktury spojené methinovymi mistky.

Naproti tomu barviva CyDyes byla pfipravena synte-
ticky: barviva Cy3 a CyS5 byla poprvé pfipravena skupinou
Unlii a spol.* z Carnegie Mellon University, ktefi licenci
na syntézu téchto barviv prodali firmé Amersham Bios-
ciences, jez se posléze stala soucasti firmy GE Healthcare.
Tato firma pozd&ji (viz napf. cit.'®) pfipravila tfeti barvivo
Cy2. V soucasnosti jsou vSechna barviva Cy2, Cy3 a Cy5
registrovanou znackou firmy GE Healthcare. Molekula
kazdého barviva CyDye se sklada ze tfi ¢asti — fluoroforu,
spojovaci Casti (tzv. linker) a reaktivni ¢asti, jeZ je nezbyt-
nd pro navazani barviva na urcity aminokyselinovy zbytek
v molekule proteinu vzorku (obr. 2).

Fluorofor tvoii u barviv Cy3 a Cy5 dv¢ indolova jadra
spojena tremi (Cy3), resp. péti (CyS) methinovymi skupi-
nami CH; u barviva Cy2 je u obou indolovych jader atom
C v pozici  vzhledem k N nahrazen atomem O a ob¢ hete-
rocyklické struktury jsou spojeny rovnéz tfemi methinovy-
mi skupinami. Spojovaci ¢ast je alifaticky fetézec u barviv
Cy3 a Cy5 abenzenové jadro u barviva Cy2. Reaktivni
Cast se lisi podle typu barviva, resp. cilového aminokyseli-
nového zbytku (viz dale). Rizna délka methinového fetéz-
ce ve fluoroforu je kompenzovana odlisnou délkou po-
stranniho alifatického fetézce navdzaného na fluorofor
(ethyl u Cy2, n-propyl u Cy3, methyl u Cy5), diky ¢emuz
je celkova relativni molekulova hmotnost (Mr) vsech tii
barviv velmi podobna. Téméf shodna relativni molekulova
hmotnost barviv je dulezitd pro znaceni proteinl. Fluoro-
for barviva nese jednotkovy naboj na N atomu heterocyk-
lu; barviva jsou tedy bézné dostupna ve form¢ halidovych
soli.

Fluorescencni barviva CyDyes maji vzdjemn¢ se ne-
prekryvajici absorpcni a emisni spektra — viz specifikacni
listy k fluorescen¢nim barvivim CyDyes (GE Healthcare).
Proto lze snimat samostatné jednotlivé vzorky. Barvivo
Cy2, které se obvykle pouziva ke znaceni smésného vzor-
ku pouZivaného jako interni standard, emituje ve Zluté
oblasti  viditelného spektra  (absorpéni maximum
v dimethylformamidu (DMF) 49143 nm; emisni maximum
v DMF 506+5 nm). Barvivo Cy3 emituje v ¢ervené oblas-
ti viditelného spektra (absorpéni maximum v DMF
55243 nm; emisni maximum v DMF 572+5 nm) a barvivo
Cy5 ma emisni maximum v modré oblasti viditelného
spektra (absorpéni maximum v DMF 648+3 nm; emisni
maximum v DMF 66945 nm). Barviva jsou citliva na svét-
lo, proto se uchovavaji v tmavych tubach, a i pfi manipula-
ci s obarvenymi vzorky a gely je tfeba se vyvarovat jejich
expozice na ptimém svétle. Dalsi unikatni vlastnosti sady
barviv CyDyes (Cy2, Cy3 a Cy5) je jejich témer shodna
relativni molekulova hmotnost Mr: Mr (Cy2 — kation) =
550,59; Mr (Cy3 — kation) = 582,76; Mr (CyS5 — kation) =
580,74. To znamena, Zze po navazani molekuly fluo-
rescen¢niho barviva na molekulu proteinu se molekulova
hmotnost komplexu protein-barvivo zméni pro dany pro-
tein vzdy o piiblizné stejnou hodnotu, at’ uz se na dany
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protein navaze barvivo Cy2, Cy3 anebo Cy5. Tato vlast-
nost barviv CyDyes je dulezitd pro naslednou identifikaci
separovanych proteind hmotnostni spektrometrii.

3. Barveni vzorka

Piiprava vzorku pro 2-D DIGE se vyznamné nelisi od
piipravy vzorku pro 2-DE (o ptipravé vzorku pro 2-DE viz
napf. cit.'). Odligny je pouze krok obarveni vzorku —
oznaceni protein ve vzorku fluorescen¢nim barvivem
pfed smisenim vybranych vzorkd a jejich nanesenim na
IPG prouzek. Pro spravné kvantitativni obarveni vzorku je
tfeba stanovit koncentraci proteinti ve vzorku. K tomu lze
vyuzit nékterych klasickych metod stanoveni koncentrace
proteind, napi. metody podle Bradfordové'®, barveni pro-
teind pomoci amidodernd'® atd. Vnasi laboratoti
s vyhodou pouzivame stanoveni koncentrace proteinti po-
moci kitu ,,2D Quant Kit“ (GE Healthcare, Piscataway,
USA). Proteinovy vzorek se pied barvenim rozpusti v tzv.
lyza¢nim pufru, jehoz zdkladni sloZeni se vyrazné¢ nelisi od
rehydrata¢niho pufru pouzivaného k rehydrataci IPG
prouzkil pred IEF a také k rozpousSténi a fedéni neznace-
nych proteinovych vzorkd ptred 2-DE. Napt. v manudlu
GE Healthcare'’ je uvedeno doporuované slozeni lyzaé-
niho pufru 30 mM tris(hydroxymethyl)aminomethan
(Tris), 7 M mocovina, 2 M thiomocovina, 4 % (w/v)
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]propan-1-sulfonat
(CHAPS), pH 8,5.

Pred barvenim je zapotiebi barviva CyDyes nejprve
rozpustit v Cistém bezvodém DMF. Fluorescencni barviva
se na protein vazi kovalentni vazbou na urcité aminokyse-
linové zbytky. Podle tdajl firmy GE Healthcare jsou fluo-
rescencni barviva CyDyes pfipravovana ve formé reaktiv-
niho esteru s N-hydroxysukcinimidem (NHS), konjugatu
s maleinimidem anebo ve form¢ hydrazidu, coz umoziuje
jejich kovalentni vazbu na primérni aminoskupiny, thiolo-
vé skupiny anebo aldehydové skupiny. RozliSuji se dva
zpusoby barveni vzorku — tzv. minimalni barveni (minimal
labelling) a tzv. saturadni barveni (saturation labelling)'”™".
Barviva CyDyes ve formé esteru s N-hydroxy-
sukcinimidem mohou vytvorit kovalentni amidovou vazbu
s e-aminoskupinou lysinu pfi minimalnim barveni anebo
tataZz barviva ve formé konjugatu s maleinimidem tvofi
kovalentni thioetherovou vazbu s thiolovou skupinou cys-
teinu pii saturacnim barveni. Pfi saturacnim barveni je
v tomto pfipadé mechanismus vzniku kovalentni vazby
mezi barvivem a proteinem odlisny: ke vzniku kovalentni
vazby mezi thiolovou skupinou -SH cysteinu a mezi barvi-
vem je vyuZzita dvojna vazba maleinimidu a ten se na roz-
dil od N-hydroxysukcinimidu pfi reakci neuvoliiuje. Pfi
minimalnim barveni se v idealnim piipadé vaze jedna mo-
lekula fluorescencniho barviva na jednu molekulu protei-
nu, a to na aminokyselinu lysin. Lysin je pomérné ¢asto se
vyskytujici aminokyselina v proteinech. Pfi saturacnim
barveni se v idealnim pfipad€ vazi molekuly fluorescenc-
niho barviva na vSechny zbytky aminokyseliny cysteinu
v molekule proteinu, coZ je pomérn€ vzacnd aminokyseli-
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na. Po vazbé¢ jedné molekuly barviva CyDye na lysin se
celkovy naboj proteinu (a tim i isoelektricky bod pl protei-
nu) neméni, nebot’ jeden kladny naboj lysinu je za podmi-
nek bunécného pH nahrazen jednim kladnym néabojem
cyaninového fluoroforu barviva. U barviva pouzivaného
pfi saturaCnim barveni, které se vaze na cystein
(cysteinovy zbytek nenese pii bunééném pH elektricky
naboj), je jednotkovy kladny naboj indolového jadra fluo-
roforu vykompenzovéan jednotkovym zdpornym nébojem
sulfonové skupiny (-SO;") navazané v poloze 5 na indolo-
vé jadro, ¢imz se celkovy elektricky naboj barviva neméni.
Proto se po navazani barviva celkovy naboj komplexu
barvivo-protein, a tedy i jeho isoelektricky bod v ptipadé
minimalniho i satura¢niho barveni proteinii neméni. Mini-
malni barveni se obvykle pouziva pro experimenty, u kte-
rych neni problém ziskat vzorek s dostate¢nou koncentraci
proteinli, vétSinou vice nez 30 pg. Saturacni barveni se
naopak pouziva pro znaceni velmi vzacnych vzorku,
u kterych je problém s koncentraci proteint, napt. vzorky
ziskané laserovou mikrodisekci tkané (2,7 az 6,6 pg/
vzorek — viz*’). Pro minimalizovéani piipadného preferenc-
niho navazani jednoho druhu barviva na dany protein je
doporucovano béhem experimentu prohodit Cy3 a Cy5 mezi
biologickymi opakovanimi. Spotfeba barviv je pii metodé
minimalniho barveni opravdu velice nizk4 - na oznaCeni
50 mg proteinu je treba jen 400 pmol barviva, zatimco
u saturacniho barveni je potfeba 100 nmol barviva na 5 mg
proteinu. Komer¢né dostupny kit pro saturani barveni od
GE Healthcare obsahuje pouze barviva Cy3 a CyS.

V pifipadé minimalniho barveni proteinovych vzorki
probiha reakce navazani NHS esteru barviva na primarni
aminoskupinu mechanismem acylace primarni aminosku-
piny za uvolnéni NHS. Konkurenc¢ni reakci je ve vodnych
roztocich hydrolyza NHS esteru, jejiz rychlost vSak zna¢né
zavisi na pH roztoku. Snizeni pH roztoku nezadouci hyd-
rolyzu NHS esteru barviva zna¢né urychluje. Proto se pro
barveni doporucuje zméfit pH hydratacniho pufru, v némz
je proteinovy vzorek rozpustén, a piipadné ho zvysit az na
hodnotu 8,5 pomoci opatrného pridavani ztedéného rozto-
ku NaOH (50 mM). Je rovnéz dilezité, aby lyzaéni pufr,
v némz probihd minimélni barveni, obsahoval pouze chao-
tropni ¢inidla (mocovina, thiomocovina) a detergenty nebo
surfaktanty (CHAPS), které umoziuji solubilizaci Spatné
rozpustnych hydrofobnich proteinil a zabranuji jejich pre-
cipitaci na IPG prouzku. Naopak nemél by obsahovat
amfolyty, jejichZ primarni aminoskupiny by byly konku-
ren¢ni k primarni aminoskupiné lysinu pfi navazani barvi-
va, a rovnéz redukéni Cinidla, napt. dithiothreitol (DTT).
Tato ¢inidla se pridavaji az do rehydratacniho pufru, coz je
pufr, ktery je pouzivan k rehydrataci IPG prouzku a ktery
se obvykle pfidava ke vzorku rozpusténému v lyza¢nim
pufru aZ po skonceni barveni. Pfidani rehydrata¢niho pufru
umoziuje také vzorek nafedit na koncentraci vhodnou pro
nanaSeni na IPG prouzek.

Po inaktivaci nenavazanych barviv se jednotlivé vzor-
ky s navazanymi barvivy CyDyes smisi a spolecné se na-
nasi na IPG prouzek. K inaktivaci barviv stac¢i pridavek
lul 10mM lysinu kreakéni smési, kde dojde
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k vyvazavani volné¢ho barviva na pfidany lysin. Isoelek-
trickd fokusace a i nasledny 2. rozmér (separace na SDS-
PAGE gelech) se od 2D SDS-PAGE nelisi. Odli$na je pak
nasledna detekce separovanych proteinti.

4. Analyza DIGE gelu a identifikace proteinu

K detekei a vyhodnoceni separovanych proteinit se
vyuziva laserovy fluorescencni scanner nebo fluorescencni
CCD-kamera. Specidlnim softwarem (napf. programy
DeCyder od GE Healthcare anebo PDQuest od Bio-Rad,
Hercules, USA) se provadi kvalitativni hodnoceni na za-
kladé hodnot pI a MW a kvantitativni hodnoceni proteino-
vych skvrn.

Data ziskana densitometrickou analyzou proteinovych
skvrn predstavuji velice robustni vicedimenzionalni soubo-
ry dat, kde hodnocena veli¢ina — hustota proteinovych
skvrn, je proménnou zévisejici na vétSim poctu nezavisle
promé&nnych. K hodnoceni tohoto typu dat se pouziva nej-
Castéji shlukova (klastrovd) analyza anebo analyza hlav-
nich komponent. Pfi metod¢ hlavnich komponent se pocet
nezavisle proménnych redukuje na mensi pocet nové kon-
struovanych proménnych, coz nékdy mize vyrazné ovliv-
nit variabilitu daného souboru dat, a tim i spravné klastro-
vani dat®'.

Soubor barviv pouzivanych pro minimalni (i saturac-
ni) barveni zvySuje hmotnost zna¢eného proteinu ve vSech
ptipadech o velmi podobnou hodnotu. V ptipadé minimal-
niho barveni se hmotnost proteinu znaceného Cy2 zvySuje
0 434 Da, hmotnost stejného proteinu zna¢eného Cy3 se
zvySuje o 466 Da a v pfipadé znaceni Cy5 se jednd
0 464 Da; v piipadé saturacniho barveni se hmotnost pro-
teinu po oznaceni Cy3 zvySuje o 686 Da, po oznaceni Cy5
0 684 Da. Tato vlastnost barviv CyDyes je dulezita pro
spravnou identifikaci stejnych proteinti znacenych riiznymi

a

pl 4

- -

Referat

barvivy pomoci MS. S vyuzitim MS lze v zasadé vybrat
a identifikovat vSechny viditelné separované proteinové
skvrny na gelu. Avsak pro velké mnozstvi skvrn (nékolik
tisic) a Casto i kvili vySsi cené za identifikaci jednoho
proteinu na doporu¢ovaném tandemovém MS (MS/MS;
napi.?) je nutné zuzit vybér proteinovych skvrn vhodnych
pro MS/MS identifikaci. Proteinové skvrny vhodné pro
identifikaci se vétSinou selektuji na zakladé analyzy hlav-
nich komponent nebo analyzy rozptylu, kdy se vybiraji
napf. skvrny, které se svou hustotou 1i§i napt. minimalné
1,5krat (P = 0,05) asponi v jedné varianté experimentu.

Pro vyfezavani vybranych proteint je tfeba gely do-
barvit (tzv. post-staining) napf. barvivy Deep PurpleTotal
Protein Stain (GE Healthcare, Little Chalfont, Velka Brita-
nie) anebo stiibrem (AgNOs;) ¢i Coomassie Brilliant Blue
G-250 proto, aby byly skvrny detegovatelné napt. CCD
kamerou. Nasledn€ se pomoci trypsinu vyfezané proteiny
nastipou na peptidy, které se identifikuji metodou MS
(napt. MALDI-TOF/TOF, LC-MS/MS) a prohleddnim
proteinovych a EST (Expressed Sequence Tag) databazi
vhodnym programem (napf. MASCOT,
www.matrixscience.com). Identifikované proteiny se na-
sledn¢ charakterizuji dle jejich molekularni a biologické
funkce ¢i vyskytu pomoci vhodnych internetovych nastro-
ju (napf. www.geneontology.org; www.genome.jp/kegg;
www.uniprot.org) ¢i prohledanim védecké literatury.

5. Vyhody (a nevyhody) 2D-DIGE

Nevyhodou 2-D DIGE, oproti ,klasické* 2-DE, jsou
vy$§i pocatecni nédklady na pofizeni fluorescencniho scan-
neru nebo CCD kamery a dale pak na pofizeni fluo-
rescen¢nich barviv CyDyes pro oznaceni proteinovych
vzorkl. Tato investice se vrati diky tomu, Ze metoda 2-D
DIGE oproti klasické 2-DE umozilyje, pfi stejném mnoz-
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Obr. 3. Srovnani detekce proteinovych skvrn pomoci CyDye a stfibra. Proteiny byly rozdé€lené na 24 cm IPG prouzcich (Bio-Rad)
a 12,5 % polyakrylamidovych gelech. a) proteiny vizualizované pomoci Cy2, 30 ug proteind, b) proteiny vizualizované pomoci stiibra,

250 pg proteint
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stvi vzorkl, provadét daleko mensi pocet elektroforetic-
kych analyz. Tim se vyrazné snizuje doba a mnozstvi elek-
troforéz nutnych pro dany experiment. Soucasna analyza
dvou vzorkll na jednom a tom samém gelu spolu s inter-
nim standardem navic zna¢né usnadnuje kvantitativni po-
rovnavani jednotlivych proteinovych vzorki a také do
znaéné miry prispiva k feSeni problému reprodukovatel-
nosti 2-DE gelt. Diky existenci interniho standardu je
mozné vynechat technické opakovéani biologického vzor-
ku, které je jinak nutné minimaln¢ tiikrat opakovat. Pro
srovnani, v nasi laboratofi bylo nutné pro 6 odrid psenice,
odebiranych ve ctyfech rozdilnych terminech pokusu a po
ttech biologickych opakovénich (tj. pro 72 vzorkl), pro-
vést 36 DIGE, zatimco u klasicky barvenych gelt by bylo
nutné provést minimalné 216 2-DE (72 x 3) (obr. 3).

Dalsi velkou vyhodou je vysoky dynamicky rozsah
acitlivost 2-D DIGE. Barveni pomoci barviv CyDyes
umoziuje detegovat jen 125 pg proteinu a kvantifikovat
proteiny, jejichz koncentrace se li§i v rozsahu vice nez
4 tadu. Naproti tomu barvenim stfibrem lze detegovat 1 az
60 ng proteinu a to v mensim neZ stondsobném dynamic-
kém rozsahu (www4.gelifesciences.com).

Jistou nevyhodou 2D-DIGE je zéavislost znaeni pro-
teinovych vzorkd na piitomnosti uréitych aminokyselino-
vych zbytkl. Je celkem logické, Ze pfi pouziti techniky
minimalniho barveni nelze detegovat proteiny, které ve
svych molekulach neobsahuji lysin, a naopak pii saturac-
nim barveni nelze detegovat proteiny, které nemaji cystein.

Seznam pouzitych zkratek

2-D DIGE dvourozmérna diferencni gelova
elektroforéza

2-DE dvourozmérna gelova elektroforéza

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl )
dimethylamonio]propan-1-sulfonat

DMF dimethylformamid

DTT dithiothreitol

IEF isoelektricka fokusace

IPG prouzek prouzek obsahujici polyakrylamidovy

gel s imobilizovanym pH gradientem
LC kapalinova chromatografie
MALDI-TOF/TOF tandemovy hmotnostni spektrometr

(Matrix Assisted Laser Desorption/

Ionization — tandem Time Of Flight)

MS hmotnostni spektrometrie

NHS N-hydroxysukcinimid

pl isoelektricky bod

SDS-PAGE polyakrylamidova gelova elektroforé-

za s vyuZzitim dodecylsulfatu sodného
Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tato price byla podporena projekty MSMT
0C08066, MZe 0002700604 a GA CR GP522/09/P621.
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P. Vitamvas, K. Kosovd, Z. Skodalek, and
I. T. Prasil (Department of Genetics and Plant Breeding,
Crop Research Institute, Prague): The Method of Two-
Dimensional Differential Gel Electrophoresis and Its
Application in Proteomics

Two-dimensional differential gel electrophoresis (2-D
DIGE) is a modification of the well-known two-
dimensional method (2-DE). The new method enables
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separation of two protein samples on one 2-D gel thus
avoiding problems associated with reproducibility of 2-D
gels and makes it possible to compare different samples.
The only extra step in 2-D DIGE is sample labelling with
cyanine fluorescent dyes (CyDyes™). Two types of label-
ling are used: with succinimidyl esters and with maleimide
derivatives of the dyes to label lysine and cysteine resi-
dues, respectively. For detection and quantification of
protein spots in gels, a special fluorescent scanner or

Referat

a CCD camera are required. From densitometric analysis
of 2-D DIGE gels, sets of multidimensional data are ob-
tained, which are then analysed by statistical methods.
Protein spots can be cut from 2-D DIGE gels and further
analysed by MS. The 2-D DIGE method affords much
better quantification of proteins in samples. The separation
of two samples at a time leads to a large reduction in the
used amount of 2-D gels.
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