PROTEOMIKA
2015

* Proteomika, proteiny, co a proC. Metody prace s bilkovinami
» Separacni metody, 2-DE

 2-DE detaily a zaludnosti, identifikace bilkovin pomoci MS

* Principy hmotnostni spektrometrie

« Identifikace proteint pomoci hmotnostni spektrometrie

« Shot-gun strategie, kvantitativni metody

* Proteomika membranovych proteind, proteinové komplexy
* Klinicka proteomika, zvlastni metody

* Proteomické ¢teni, ukazkové studie



* Co je proteomika ? Proteom? Protein?
» Experimentalni strategie proteomiky
* Vlastnosti AMK a proteinu

METODY PRACE S PROTEINY

 dezintegrace, lyzace, frakcionace
 detergenty

* Srazeni, precipitace, denaturace
« koncentrace, filtrace

 stanoveni koncentrace

» znaceni bilkovin

» chromatografie

* elektroforeza



ZNACENI A ZAKOTVOVANI
PROTEINU

Reaktivni skupiny bilkovin

sulfhydryl (-SH)
primarni amin (—-NH2)
karboxyl (-COOH)
karbonyl sacharidu (-CHO)



Biotin-BMCC

Molecule with
Sulfhydryl Groups

Maleimid

Biotinylated Protein


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f1/Maleimide.png
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Biotin Hydrazide bind to oxidized carbohydrates through the
hydrazide group (—NH-NH,), forming a hydrazone linkage.
Oxidation of glycoproteins generates reactive aldehydes that react
specifically with hydrazide groups.



* Co je proteomika ? Proteom? Protein?
» Experimentalni strategie proteomiky
* Vlastnosti AMK a proteinu

METODY PRACE S PROTEINY

 dezintegrace, lyzace, frakcionace
 detergenty

* Srazeni, precipitace, denaturace
« koncentrace, filtrace

 stanoveni koncentrace

» znaceni bilkovin

» chromatografie

* elektroforeza



Liquid Chromatography (LC)

Sample containing l l lLiquid flow
. . o) Y
proteins or peptides 'x:.s;,y
R ‘ = —
RSk
RblLiquid |
flow /4
[ Catpii
n
15 - 200 pm v | L Gy
Separation according to: ’ I | ’ l
-molecular weight/ size v J 2 .
-charge . . ~ -
-hydrophobicity il el inim izl lnin
-affinity B B 11 B = i w [
Time 1 2 3 4 5

*Vzorek se rozdéluje mezi mobilni a stacionarni (pevnou) fazi



METODY Chromatografick¢ SEPRACE BIOMOLEKUL

Gelova filtrace
VELIKOST - (Size-exclusion chromatography)

HYDROFOBICITA mm) Chromatografie v reverzni fazi
(Reverse phase chromatography)

AKTUALNINABOJ mm) Iontoméni¢ova chromatografie
(lon exchange chromatography)

SPECIFICKE

Afinitni chromatografie
INTERAKCE

(Affinity chromatography)



KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (LC)

* Atmosféricka Klesa : objem vzorku, prutok

*Nizkotlaka (FPLC, MPLC) a prumér kolony

*Vysokotlaka (HPLC) | Roste: rychlost separace
MATRIX :

» kroslinkovany dextran (Sephadex)
» kroslinkovana celuloza (Sephacel)
» kroslinkovana agarosa (Sepharose)
» polyakrylamid (Sepahacryl)

« silica - kyselina ortokiemicita

e polystyren a jiné synt. polymery




GELOVA FILTRACE

SIZE-EXCLUSION CHROMATOGRAPHY

GEL-PERMEATION CHROMATOGRAPHY
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Castice se v porézni matrix rozdé€luji na zaklade velikosti

Lze provadét za nativnich podminek !
Separacni rozmezi az do 1000-2 000 000 Da

Vhodna pro proteiny.




ION EXCHANGE CHROMATOGRAPHY
IONTOMENICOVA CHROMATOGRAFIE

 DéEli na zaklad¢ aktualniho celkoveho ndboje

Ton exchange resins

CATION ANION
exchanger exchanger

Anex je pozitivné nabity

Katex je negativné nabity




Funk¢ni skupiny 1ontoménictu

Anion exchangers Functional group

Diethylaminoethyl (DEAE]) -0-CH;-CH,-N*TH(CH,CH,)s5

(Quaternary aminoethyl (QAE) -0-CHy-CHy-N*{C5Hg)5-CH,-CHOH-CH,
Quaternary ammonium (Q) -0-CH,-CHOH-CH5-0-CH,-CHOH-CH,-NF(CH5)4
Cation exchangers Functional group

Carboxymethyl (CM) -0-CH,-CO0O-

Sulphopropyl (SP) -0-CH;-CHOH-CH4;-0-CH;-CH,-CH,50 47

Methyl sulphonate (S) -0-CH;-CHOH-CH5;-0-CH;-CHOH-CH,S04"




ANEX KATEX
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ELUCE: ELUCE:

Zvysena iontova sila = Zvysena iontova sila =
snizeni ES interakci snizeni ES interakci
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AFINITNI CHROMATOGRAFIE

Interakce proteinu s jeho
specifickym ligandem

metabolit, kov, DNA,
protilatka.....

Eluce:

ligand

pPH

e jontova sila

* denatuacdni ¢inidlo



AFINITNI MATRIX

Aktivované matrice:

NHS Sepharose...... lze vazat za aminoskupinu (succiimid)
CNBr Sepharose.....1ze vazat za aminoskupinu

EAH Sepharose .....1ze vazat protein za karboxyl (karbodiimid)
Thiol sepharose...... lze vazat za SH cysteinu

Matrice s afinitou pro 1gG
Protein G Sepharose

Protein A sepharose

Protein A, G magnetic beads

Matrice s afinitou pro glykoproteiny
ConA Sepharose

Velké ligandy (DNA, protein) lze vazat pfimo na matrix.
Malé ligandy (nukleotid, NADP, hormon...) se vazi pies inertni ,,spacer arm*.




REVERZNI FAZE (REVERSE PHASE CHROMATOGRAPHY)

Deéleni na zaklad¢ interakce s hydrofobni matrici
(na zaklad¢ odlisn¢ hydrofobicity peptidi/proteini)

-

hvdrophobic
stationary phase

N === hydrophobic proteins bind to
=, Stationary phase

/o P
\/0

hydrophillic proteins do not
' bind and wash out

*Matrice a ligand:
vysoce hydrofobni
alifaticke tetézce

*Vzorek je v hydrofilnim
rozpoustédle

Eluce: gradientem
organického rozpoustédla




Matrice - nerozpustna, odolna organice a vysokému tlaku
— silica, polystyren...

Ligandy — hydrofobni alifatické fetézce C2-C18

s
(A) —O—Si—CH,—CHs
|

CHsz

s

(B) —O—Si—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHo—CHo—CHs
|
CHs

N C18

|
(C) —O—Si—CHy—CHy—CHy—CHy—CHz—CHz—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHp—CHy—CH
CH;

Vhodnost: proteiny, peptidy
Kompatibilitas MS!



HPLC podle prutoku

Vnitini primér )
kolony Prutok

LC-MALDI
ESI-MS




HPLC Macrotrap ZIp-Tips




Prezentace z prednasek budou ke stazeni na adrese:

http://patf.Ifl.cuni.cz/proteomika

vCetne pdf souboru s doporucenou literaturou

R. Scopes — Protein purification. Principles
and practice. Springer Verlag



Komplexita proteomu — Kolik je proteint?

~20 600 lidskych gen( =>7 mRNA ? ===> 27?7 Proteint ??7?
x 10 variant

_— > o>
/ . _— .
L a»
Kédujici —=——
gen s: e

MRNA

JAK JE DEFINOVAN PROTEIN?
GENOCENTRICKY vs. PROTEOCENTRICKY POHLED

PROTEIN a PROTEOFORMA



Jaka je koncentrace jednotlivych proteinu
a dynamicky rozsah?

V savci bunce: 10-10 000 000 kopii/buriku (107)

V séru/plazmé: pg/ml az mg/ml (100)

5#

Slide courtesy Bruno Domon, ETH Zurich



PROTEOMICKY EXPERIMENT

, KLASICKA“
STRATEGIE

Stépeni viech
bilkovin (trypsin)

Separace smési BILKOVIN Separace smési PEPTIDU

Stépeni vybranych
bilkovin + ¢iSténi
peptidi

Méreni presné hmotnosti peptidi
( a jejich fragmentii) Ziskani hmotnostnich
spekter

Porovnani hmotnosti sady
peptidii (jejich fragmentii) s

udaji o vSech dostupnych Identifikace bilkovin (+ kvantifikace)
ORFs v databazich




KLASICKA

2-DE-MS

STRATEGIE (proteiny)
» SHOT-GUN* 2D-LC-MS
STRATEGIE |IEF-LC-MS

(Peptidy)




SEPARACNI METODY

2-DE

« chromatografie
* elektroforezy

priprava vzorku

izoelektricka fokusace

ekvilibrace

SDS-PAGE

detekce bilkovin a DIGE
zpracovani dat a vyhodnoceni
digesce vzorku a extrakce peptidu
limty a zaludnosti 2-DE



Elektroforéza

z Z - naboj
6rnr n Viskozita
r Stokes prumgér Catice

Specificka mobilita u=

Elektroforéza v roztoku

Elektroforéza v gelu

[zoelektricka fokusace




1807 F.F. Reuss

1930 Arne Tiselius — volna a papirova elektroforéza
(1948 Nobelova cena)

1955 O. Smithies — Skrobovy gel

1959 Raymond and Weintraub - polyakrylamidovy gel

1961 Svensson and Vesterberg — IEF a amfolyty

1970 U.K. Laemli — SDS —-PAGE

1975 Patrick O 'Farrell — 2-DE



POLYAKRYLAMIDOVE GELY
1959 Raymond and Winstraub- prvni AA gel

Acrylamide Bis Polyacrylamide
CH2=(_}H + CH2=(|3H —> —CHg—(.?H—CHg— (IZH—CH2= ?H —
(.T,=O (i“,=O (?=O (i“,=O (i“,=C-
NH; NH NH; NH; NH
?Hz éH2
NH I
CH,=CH

| | |
— CHy— CH—CHy— CH— CH,— CH —

Slozeni a ptiprava gelu:

« akrylamid (monomerni)
* bis-akrylamid (zesitovani polymeru)
» APS (peroxodisiran amonny,katalyzator, produkuje volné radikaly),

« TEMED (tetramethylethylenediamine, stabilizuje voln¢ radikaly)
» pufra SDS

Celkova koncentrace akrylamidu a bis-akrylamidu uré¢uje KONCENTRACI (T) gelu v procentech (2-20 %)
Pom¢ér bis-akrylamidu a akrylamidu POROZITU (C) gelu.
APS v zasaditém prostiedi miize reagovat s Trisem, koncentrace co nejnizsi ve prospéch TEMEDu.



POLYAKRYLAMIDOVE GELY

(A)

—

O tonge e IZOELEKTRICKA FOKUSACE
’8"’ ;é —_— déleni na zakladé izoelektrického bodu v
- ﬁ[ = % gradientu pH

DENATURUJICI SDS-ELEKTROFOREZA
dé€leni na zakladé MW proteinu

buffer

gel — 111

() anode
,,_,,.;j NATIVNI ELEKTROFOREZA
déleni na zaklad¢ velikosti (priméru Castice) a
naboje




SDS ELEKTROFOREZA

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate — PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)

1
H3C_(CH2)11_O_ﬁ_O_Na+
O

*Bilkoviny se rozdéluji na zakladé jejich MW

«Zaporné nabité SDS tvori komplexy s bilkovinami a stini naboje proteinu (1,4g SDS :1g proteinu)

Komplex ma jednotkovy naboj na hmotnostni jednotku.

*VSechny komplexy jsou zaporné nabité a migruji k anodé

SE 600 requires MultiTemp |l and power supply
EPS601 to complete the system.

PUER:
Tris-Cl/Tris-glycin
0.1 % SDS
pH 8.8

Redukce disulfidickych mustkii

(Dithiothreitol, Dithioerythrol, TCEP,

beta-mercaptoethanol)

\

SDS +

SDS ecapto-
ethanol

-




percentages

Lammli gels tris-glycine

acrylamide 4% 6% 8% 10% 12% 14% 16%  4-12%  8-16%  4-20%
200 200 200
116
116 o7
200 97 200
116 66
200
66
97
116 43 200
116
200 o7 66 43 97
116 200 116
97 66 43 a1 97 66
31
116 - 43
22
97
. 66 43 43
31
66
500 31 22
14
97 31 -
8
43
6
43 39 14 22 14
66 22 25
8 31
14
22 8
14
16 31 - -

Figure 1.2. Run speed of MW markers in SDS gels.




Izoelektricka fokusace - pohyb nabite Castice v gradientu pH

 Celkovy naboj proteinu (net charge) je souctem vsech jeho
negativnich i pozitivnich naboju.
* Kyselé¢ a zasadite skupiny polypeptidu jsou protonovany a deprotonovany
v zavislosti na pH prostiedi.
Amfoterni molekula (bilkovina) v elektrickém poli v gradientu pH migruje do bodu ,
kde je jeji celkovy naboj rovny nule.
* pH tohoto bodu odpovida izoelektrickému bodu (pI) dané bilkoviny.

COOH 00— C00 ™
M nH T NH,
COOH 00 00
NHT " NH,
pPH < pl pPH=pl pH > pl

migruje Kk - migruje k +



TEORETICKA DISOCIACNI KRIVKA DVOU BILKOVIN

Net charge

N

Bilkovina Vv elektrickém poli v
NH, + gradientu pH migruje do bodu, kde je
jeji celkovy naboj rovnen nule.

pH pufru se vzorkem

_4 \:OO_

— | —




DVOJROZMERNA ELEKTROFOREZA (2-DE)

Rozdé€luje proteiny nejdiive podle jejich naboje a nasledné
kolmo na smér ptivodni migrace dle jejich MW

pH 4

150 kDa

P

pH 7

<«

»
»

10 kDa

Jaterni homogenat,
2 mg, barveni

koloidni Coomassie
Blue

1025 spoti




1975

High Resolution Two-Dimensional Electrophoresis
of Proteins™

(Received for publication, September 5, 1974)

Patrick H. O’FARRELLI

From the Department of Molecular, Cellular and Developmental Biology, University of Colorado, Boulder,
Colorado 80302

Tue JoUurNaL oF Brorocicarn CHEMISTRY
Vel. 260, No. 10, Iseue of May 25, pp. 40074021, 1975
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1957

Comparison and Combination of the Starch-Gel and Filter- Paper
Electrophoretic Methods Applied to Human Sera:
Two-Dimensional Electrophoresis

By M. D. POULIK* aAxp O. SMITHIES
Department of Public Health and Connaught Medical Research Laboratories,
Unawversity of Toronto, Canada

(Received 20 August 1957)

Figs. 2 and 4): a, albumin; b, acidic «,-glycoprotein;
¢, o,-globulin B; d, «,-globulin C; e, o,a,-globulin A;
[, «g-globulin A; g, x,-globulin B; %, type 1-1 hapto-
globin; 1, oy-globulin D; j, k, I, m and =, type 2-1 specific
haptoglobins; o, Sus-globulin; p, oyf-globulin A; g, 8-

globulin A; ;-, B-globulin B; s, f-globulin C; ¢, high- 1 / 11 / 1955

molecular-weight B-lipoprotein; u, y-globulins.
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SEPARACNI METODY

2-DE

« chromatografie
* elektroforezy

priprava vzorku

izoelektricka fokusace

ekvilibrace

SDS-PAGE

detekce bilkovin a DIGE
zpracovani dat a vyhodnoceni
digesce vzorku a extrakce peptidu
limty a zaludnosti 2-DE



PRIPRAVA VZORKU

LYZACNI PUFR PRO IEF:
solubilizace
Mocovina, thiomo¢ovina — chaotropni ¢inidlo, zvySeni rozpustnosti,
denaturace bilkovin

solubilizace

Detergent (CHAPS) — Cisty zwitteriontovy detergent — zvySeni rozpustnosti
snizeni agregace bilkovin

redukce —S-S-

Reduk¢ni ¢inidlo (DTT) — redukce disulfidicky mustkt (ionizuji se nad pH 8,
migruji pry€ ze stripu na alkalickém konci)
DTT, DTE versus TCEP (Tris[2-carboxyethyl] phosphine ,
tributylphosphine

béh elektroforézy a pH gradient

Nosi¢ové amfolyty -- (carrier ampholytes, IPG buffers) — jsou nahrazkou
pufri, je to smés ionizovatelnych latek vytvareji
potiebny pH gardient
Pigment (BFB) — pro snaz§i manipulaci Typicky lyzacni/rehydratacni pufr

* 7 M Mocovina

v 17 01 v , v 7 . * 2 M Thiomocovina
Kazda sul Skodi vasi separaci! «2 - 4% CHAPS

Ve nabité pry¢! »0.2% DTT (TCEP, tributylfosfin)

« 0.002 % BFB

* 0.5 -1 % Nosicove amfolyty (IPG pufr)




PROTEAZY A KONTAMINACE VE VZORKU

PROTEAZY stale aktivni i ve vysoké koncentraci mo¢oviny !!!

Sonikace, DNazy, RNazy,

DNA a RNA ZhorSena separace
Barvi se v kyselé oblasti gelu Precipitace, komplexovani s amfolyty
LIPIDY Zhorsené separace Detergent nebo precipitace
SOLI Spatna separace Ultrafiltrace, mikrodialyza, precipitace
- : Inhibitory proteaz — PMSF, koktejly
PROTEAZY Degradace bilkovin

Precipitace

UNIVERZALNI RESENTI ?
Precipitace acetonem, TCA nebo kombinaci.

Problém s rozpustosti pelety!

* Stanoveni koncentrace bilkovin
 Analyticka versus preparativni nandska (10-3000 mikrogrami)




SEPARACNI METODY

2-DE

« chromatografie
* elektroforezy

priprava vzorku

izoelektricka fokusace

ekvilibrace

SDS-PAGE

detekce bilkovin a DIGE
zpracovani dat a vyhodnoceni
digesce vzorku a extrakce peptidu
limty a zaludnosti 2-DE



TEORETICKA DISOCIACNI KRIVKA DVOU BILKOVIN

Net charge

N

Bilkovina Vv elektrickém poli v
NH, + gradientu pH migruje do bodu, kde je
jeji celkovy naboj rovnen nule.

pH pufru se vzorkem

_4 \:OO_

— | —

oH 3 pH 11




NOSICOVE AMFOLYTY (CARRIER AMPHOLYTES)

Amfoterni molekuly nesouci disociovatelné bazické i kyselé skupiny
Zajist'uji vytvoreni stabilniho a hladkého gradientu pH v elektrickém poli

Vlastnosti:

*Vysoka pufraCni kapacita a rozpustnost pti vlastnim pl
*DostateCna a stala elektricka vodivost
*Absence biologickych efektu
*Nizka MW

Pivodné: smési rizné dlouhych retézcu
Oligoamino-oligokarboxylovych kyselin
MIGRACE a nestabilni gradient !!!

Zakotvené pH gradienty (Immobilized pH gradients — IPG )

(derivovany akrylamid) 1982 Bijellgvist



ZAKOTVENE PH GRADIENTY (IMMOBILIZED pH GRADIENTS - IPG)

Derivovany akrylamid s disociovatelnymi karboxy- a aminoskupinami

=
e

C=—0"

N

N
R R

0




So- ' TO

IPG STRIPY (IPG STRIPS)

3 mm $iroké, 0.5 mm siln¢, dehydrovang - trvanlivost , reproducibilita, plastova podlozka,
stabilita, nemigruji, neinterferuji s nimireduk¢ni ¢inidla.

< Qoo
~

Bl

p
I
P
: IPG Buffer
Immobiline DryStrip t o0 e _
i [T T N = .
p o o | © N Resolution and
pH range s o T (S (L ~ || loading capacity
2 3 4 5 (5] 7 BE 9 10 11 12 o =t | o =t | |
) :
n
c
24 cm 3.5-4.5 ——— e -
1.0-5.0 [ . .
15-55 — E .
5.0-6.0 — i -
5.5-6.7 —— n .
3-7 NL r .
4-7 e .
5-9 < .
3-10 NL .
3-10 e .
3 <
o
18cm 35-45 —— | .
4.0—5.0 [r— ;1 ‘
4.5—5.5 I | -.
5.0-6.0 — ° q
5 5—6.7 T — E *
5 v ‘|,
b_
E-11 ; .
3-10 NL a .
3-10 ¢ .
n
13cm 4-7 .
6-11 v
3-10 NL &
3-10 ]
a
2]
1M1 cm 4-7 Ip
6-11 n
3-10 g
[ a
Tem 47 . .
6-11 .
3-10 NL ¢ .
3-10 .
2
|

ai=



ZOOMING

pH 5-6
498 896 376

Celkem 1754




REHYDRATACE IPG STRIPU A NANASKA VZORKU

REHYDRATACNI NANASKA

b 4

PRO:
*Rehydratace a nanaska spojena v jeden
krok

*Proteiny rovnomérné rozloZené,
neprecipituji v misté nanasky

*Aktivni rehydratace zlepsuje vstup velkych
bilkovin do gelu

PROTI:
Vzorek je dlouhodobé pti pokojové teploté

Versus

PRO:

IEF ve vysoce kyselych a zasaditych gradientech
probiha lépe

PROTI:

Proteiny s pl blizko bodu nanasky maji nizkou
rozpustnost a mobilitu a maji tendenci precipitovat
na povrchu gelu




PODMINKY IZOELEKTRICKE FOKUSACE

Optimalizace podminek pro kazdy vzorek, typ stripu a nanasky.
Plati zvlast’ pro: vétsi nanasky, a vétsi a hydrofobnéjsi proteiny.

Teplota: kolem 20 °C ( PREVENCE KARBAMYLACE ! versus krystalizace mocoviny za nizkych teplot)

Aktivni chlazeni !!! Dochazi k ptehfivani na tzv. HOT SPOTS

Decomposition of Urea
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Carbamylation of Proteins

Camitio termings of a peptide vsed as an ex ample)
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epsilon aminoskupina lyzinu

Kyselina
izokyanata

YAVAY

Nizky proud!
Vysoke napeti

Elektrické podminky : 50-70 microA na
strip, U co nejvyssi, kroky nebo pozvolny
vzestup

V praxi az 10 kV. Celkova fokusace pro 18-
24 cm stripy 40-80 kVh

Prevence oxidace a vysychani stripu : parafinovy olej




PREHRIVANI IPG STRIPU NA TZV. HOT SPOTS

(HOT SPOTS jsou hrany iontovych past - hranice oblasti s nizkou a vysokou vodivosti)

Soli a ionty pufrti




TYPICKY IEF BEH

BIO-RAD Protean IEF Cell
18 cm strip pH 3-10
Rehydratacni nanaska 1mg

50 microA / strip
Celkem 51 000 Vh
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INSTRUMENTACE IEF
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EKVILIBRACE STRIPU PRED DRUHYM ROZMEREM

Cile ekvilibrace:

Prevést bilkoviny do pufru vhodnych pro redukei, alkylaci a SDS separaci
* Maximalizovat prenos bilkovin ze stripu
* Redukovat disulfidické mustky
 Alkylovat cysteiny



Protein

5

Redukce disulfidickych vazeb

Thiol-disulfidova vyména DTT s proteinem
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Alkylace iodacetamidem
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EKVILIBRACE STRIPU PRED DRUHYM ROZMEREM

Cile ekvilibrace:

Prevést bilkoviny do pufrit vhodnych pro redukei, alkylaci a SDS separaci
* Maximalizovat prenos bilkovin ze stripu
* Redukovat disulfidické mustky
 Alkylovat cysteiny

EKVILIBRACNI PUFR (EQP):

50 mM Tris pH 8.8
2% SDS,

6 M mocovina

30 % glycerol

Redukce: | 15-20 min EQP + 1% DTT (dithiothreitol)
Alkylace: | 15-20 min EQP + 2.5 % iodacetamid (!)




ELEKTROENDOOSMOTICKY EFEKT

Nepohyblivé (zakotvené) nabité skupiny v elektrickém poli !! catod
atoda

Po ekvilibraci v neutrdlnim nebo zasaditém pufru: @

* COOH disociovand na COO-,
« aminoskupiny zustavaji nedisociované

Disociovany karboxyl je pritahovana k anod¢ (+), ale nemuze.......

To je kompenzovano migraci H;O+ ke katodé (-) .
Voda nese rozpusténé Castice smérem ke katodé ! '

Nasledky:

v
IEF: bobtnani katodického (bazického) konce
zhoSena separace

SDS-PAGE : ztrata bilkovin na vstupu do gelu @

zhorSena separace
anoda




Efficient

- —— 90° running orier
easy assembly &
possibiity of bufl
affect run time.
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Piate electrodes craate an optimally
unitorm electrical fieid to give straight
horizontal run resuits, equal to the
PROTEAN il xi cell in performance

Ceramic cooling core, .
buffer recircuiation pump, and
refrigerated circulator provide efficient

cooing of 12 cefs in & 5-6 hour run. for




Trubi¢ky a obri gely

WITA
Small (8x7 cm), large (24x32 cm) and giant gels (48x32 cm)
(mouse ovary total protein extract, 5000-8000 spots).

15! Dim. Chamber WITA 41D



SEPARACNI METODY

2-DE

« chromatografie
* elektroforezy

priprava vzorku

izoelektricka fokusace

ekvilibrace

SDS-PAGE

specialni metody

detekce bilkovin a DIGE
zpracovani dat a vyhodnoceni
digesce vzorku a extrakce peptidu
limty a zaludnosti 2-DE



