
• chromatografie

• elektroforézy

SEPARAČNÍ METODY

2-DE • příprava vzorků

• izoelektrická fokusace

• ekvilibrace

• SDS-PAGE

• speciální metody

• detekce bílkovin a DIGE

• zpracování dat a vyhodnocení

• digesce vzorku a extrakce peptidů

• limty a záludnosti 2-DE





DETEKCE a VIZUALIZACE BÍLKOVIN V GELECH

• Citlivost

• Možnost kvantifikace

• Linearita signálu

• Dynamický rozsah

• Kompatibilita s MS

• Cena

• (nízká toxicita)

Kolorimetrické

„viditelné“ barvení

Fluorescenční barvení

A

DIGE

Radioaktivní detekce

• CBB

• Stříbro

• Sypro

• Deep Purple

• Flamingo

• Krypton

• Cy2, Cy3, Cy5

• FlaSH



COOMASSIE BRILIANT BLUE

DETEKCE BÍLKOVIN VIDITELNÝMI PIGMENTY

• COOMASSIE BLUE G250/ R250

! Různá účinnost na různé proteiny !

Barví:  Lys, Arg, His, Tyr (Trp, Leu)

G 250R 250



COOMASSIE BRILIANT BLUE

DETEKCE BÍLKOVIN VIDITELNÝMI PIGMENTY

• COOMASSIE BLUE G250/ R250

! Různá účinnost na různé proteiny !

Barví:  Lys, Arg, His, Tyr (Trp, Leu)

KLASICKÁ CBB

(CBB-R250)

Citlivost 50-100 ng

Alkohol-kyselina 

Odbarvování proteinů

Špatná kvantifikace

Nízká cena

KOLOIDNÍ CBB

(CBB-G250)

Citlivost 10-30 ng

Alkohol - kyselina –

síran amonný

„Steady state“ (bez 

ztráty při odbarvení)

Dobrá kvantifikace

Středně vysoká cena 

„BLUE SILVER“ 

(CBB-G250)

Citlivost 1-10 ng

•Více pigmentu 

•Alkohol - kyselina –

síran amonný

„Steady state“ (bez 

ztráty při odbarvení)

Dobrá kvantifikace

Středně vysoká cena 

FLUORESCENČNÍ 

CBB

(CBB-G250)

Citlivost pod 1 ng !

Detekce IR laserem

R 250
G 250



Jaterní homogenát, preparativní nanáška 2 mg, barvení koloidní Coomassie Blue

1025 spotů

pH 4 pH 7



• DETEKCE STŘÍBŘENÍM

Redukce dusičnanu stříbrného na kovové stříbro, 

Citlivost 0.5 ng !

nízká cena

Vícekrokový postup (až 20) 

Citlivý na přesnost

Nízký dynamický rozsah

Negativní barvení

Komplikace s MS

(glutaraldehyd a nízká extrakce peptidů)

Problematická reproducibilita

DETEKCE BÍLKOVIN VIDITELNÝMI PIGMENTY

barví : Lys, Arg, His, Tyr, Trp 



….ALE je tu ruthenium a bathophenantrolinsulfát

FLUORESCENČNÍ DETEKCE

SYPRO RUBY (Molecular Probes)

FLAMINGO (BIO-RAD)

(DEEP) LAVA PURPLE (GE-Amersham)

KRYPTON (Pierce)

Dobrá kvantifikace

Kompatibilní s dalším barvením 

Minimum kroků

Dynamický rozsah

Fluorescenční scanner 

(excitace také v UV, kromě Kryptonu)

Sběr spotů je komplikovaný

Vysoká cena, ale …….

 (1–2 ng/band; comparable to silver staining)           

• (4–8 ng/band)

• (4–8 ng/band)  

• (4–8 ng/band)

Sypro Ruby Flamingo

Pigmenty se váží na detergentový (SDS) obal proteinu 

(kromě Sypro Ruby – bazické AA)



DIGE - Differential gel electrophoresis



Maleimid - Cys (-SH)

Succinimid  - N-term a Lys (e)

2D-DIGE :  2D DIFFERENČNÍ GELOVÁ ELEKTROFORÉZA

(Cy2, Cy3, Cy5 Difference gel electrophoresis)

Cyaninové fluorofory



EXPERIMENTÁLNÍ USPOŘÁDÁNÍ PRO DIGE

Minimální versus maximální značení  

Rozdíly v migraci, off-set 





Pro: vysoká citlivost, redukce počtu gelů a technických artefaktů

Proti: cena, složitější statistika, nezbytnost 2-3 laserového scanneru,

malá proteinová nanáška – možný problém s identifikací

Citlivost

Cy2 - 0.075 ng 

Cy3 - 0.025 ng 

Cy5 - 0.025 ng



RADIOAKTIVNÍ ZNAČENÍ

Inkorporace značených aminokyselin (35S methionin, beta zářič) 

nebo jiných prekurzorů ŽIVÝMI buňkami - metabolické značení 

Vysoká citlivost

Nejvyšší dynamické rozsah

ALE….

Gel je nutné usušit před detekcí

Klasická radiografie je nepraktická

Fosfoimager nezbytný

Rizika práce s izotopy

Studium PTM !!!



Viditelné Klasická CBB nízká citlivost

Koloidní CBB střední citlivost, dobrá kvantifikace

Stříbření vysoká citlivost

Fluorescenční Sypro, Flamingo, Lava a Krypton vyšší citlivost, kvantifikace, dynamický rozsah, F-scanner

IR CBB nezbytnost IR laseru, vysoka citlivost i rozsah

DIGE Cy-2, 3, 5 a další vysoká citlivost, cena !, scanner a software

Radioaktivní detekce 35S a další nejvyšší citivost,kvantifikace, dynamický rozsah, P-imager



• chromatografie

• elektroforézy

SEPARAČNÍ METODY

2-DE • příprava vzorků

• izoelektrická fokusace

• ekvilibrace

• SDS-PAGE

• speciální metody

• detekce bílkovin a DIGE

• zpracování dat a vyhodnocení

• digesce vzorku a extrakce peptidů

• limty a záludnosti 2-DE





Proteomické praktikum 



ZÍSKÁNÍ A ZPRACOVÁNÍ OBRAZU

• rozlišení (dpi, mm)

• bitová hloubka

• dynamický rozsah

Kritické parametry:



Získání obrazu a hloubka a tak

100 dpi                          300 dpi.  



Scanovat při dostatečném rozlišení (300 dpi a více)

Stupně šedi: 16 bitů je více než 8 (216 je víc než 28) 

Pozor na saturaci a dynamický rozsah

Neprovádět žádné úpravy ani konverzi do jpg, gif…



Softwarové vyhodnocení 2D gelů

Komerční:

PDQuest 

Phoretix

Progenesis

Decodon

ProFinder

Bio Numerics

a další

Volně dostupné:

GelScape

Open2Dprot

Služby:

Ludesi



Detekce spotů

Matching

a

odečtení pozadí

Normalizace

a 

kvantifikace

6 x 4,5 x



Neznámý diferenciálně exprimovaný protein „XY“ (20 kDa)

nemocní zdraví

Identifikace s využitím hmotnostní spektrometrie



• chromatografie

• elektroforézy

SEPARAČNÍ METODY

2-DE • příprava vzorků

• izoelektrická fokusace

• ekvilibrace

• SDS-PAGE

• speciální metody

• detekce bílkovin a DIGE

• zpracování dat a vyhodnocení

• digesce vzorku a extrakce peptidů

• limty a záludnosti 2-DE



Neznámý diferenciálně exprimovaný protein „XY“ (20 kDa)

nemocní zdraví

Identifikace diferenciálně 

exprimovaného proteinu

• Extrahovat intaktní protein z gelu je obtížné/nemožné

• Celý protein je nevhodný pro MS analýzu

Naštěpení specifickou endoproteázou přímo v gelu



SPECIFICKÉ ŠTĚPENÍ BÍLKOVIN

Cíl fragmentace:

Definovaně fragmentovat protein, aby jednotlivé peptidy byly dostatečně 

malé na optimální MS analýzu,  ale zároveň poskytly dostatečnou sekvenční 

informaci 

Optimum 6-20 AA, cca 800-2500 Da

Proteáza Místo štěpení Poznámka

Trypsin za Lys, Arg nenásleduje Pro

Glu-C (Proteáza V8) za Glu a Asp nenásleduje Pro

Chymotrypsin za Phe,Trp,Tyr, Leu, Ileu, Val, Met nenásleduje Pro

Lys-C za Lys nenásleduje Pro

Arg-C za Arg nenásleduje Pro

Asp-N před Asp, Cys

Chemická digesce  

CNBr Met organika, hydrofobní P.



SSQIRQNYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDRDDVALEGVSHFFRELAEEKREG

YERLLKMQNQRGGRALFQD IKKPAEDEWGKTPDAMKAAMALEKKLNQALLDLHAL

GSARTDPHLCDFLETHFLDEEVKL IKKMGDHLTNLHRLGGPEAG LGEYLFERLT LKHD

Trypsin štěpí za Lys a Arg pokud nenásleduje Pro

•50 kDa protein       cca 30 peptidů

• Použití v roztoku, na blotu, v gelu

nemocní zdraví

TRYPSIN

MW 23 kDa 

z kravského nebo prasečího pankreatu

štěpí v mírně bazickém pH



• nesráží proteiny/peptidy

• neabsorbuje v UV

• má nízkou viskozitu

• kompatibilní s RP-LC

Výběr a vyříznutí spotu/PROTEINU  (spotpicking)

Dehydratace gelu (redukce, alkylace)

ACN, vakuum

Rehydratace v pufru s Trypsinem

Digesce 37 oC

Extrakce PEPTIDŮ  (ACN)

Čištění a koncentrace

PŘÍPRAVA VZORKŮ Z GELU PRO IDENTIFIKACI POMOCÍ MS

KERATIN !!!

MS analýza

a identifkace

Acetonitril
(ACN, MeCN)



„In gel“ naštěpení trypsinem (za Arg, Lys)

nemocní zdraví

Extrakce směsi peptidů z gelu

SSQIRQNYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDRDDVALEGVSHFFRELAEEKREGYERLLK

MQNQRGGRALFQD IKKPAEDEWGKTPDAMKAAMALEKKLNQALLDLHAL

GSARTDPHLCDFLETHFLDEEVKL IKKMGDHLTNLHRLGGPEAG LGEYLFERLT LKHD

Identifikace diferenciálně 

exprimovaného proteinu



LLK

GGR

SSQIR

L IKK

LT LK

EGYER

MQNQR

TPDAMK

ELAEEKR

ALFQD IK

AAMALEKK

KPAEDEWGK

MGDHLTNLHR

DDVALEGVSHFFR

LNQALLDLHALGSAR

LGGPEAG LGEYLFER

TDPHLCDFLETHFLDEEVK

QNYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDR

In-gel štěpení trypsinem (za R a K)



ČIŠTĚNÍ A KONCENTRACE PEPTIDŮ PO DIGESCI

ZipTips
Chromatografie v reverzní fázi (Reverse Phase)

Hydrofobní vazba peptidu na alifatické uhlovodíkové řetězce (C18 nebo C4)

Objem vzorku po extrakci obvykle > 40 mikrolitrů

Po koncentraci a odsolení na ZipTips jen 1 – 10 mikrolitrů



Identifikace bílkovin 

pomocí hmotnostní spektrometrie



• Stanovení velmi přesné hmotnosti peptidů nebo jejich fragmentů.

Přesné hmotnosti peptidů, nebo jejich fragmentů jsou porovnávány s 

vypočtenými hmotnostmi všech (teoretických) peptidů nebo fragmentů, 

které jsou přítomny v proteinových a genových databázích.

Identifikace bílkovin pomocí hmotnostní spektrometrie (MS)

• Pohyb nabité částice ve vakuu, elektromagnetickém poli je funkcí její  

hmotnosti (m) a náboje (z).

• Hmotnostní spektrometr částice ionizuje (pseudomolekulární ionty) a 

separuje podle jejich m/z.  Hmotnostní spektrum ukazuje závislost  

četnosti jednotlivých iontů na m/z.



Vakuum

Vložení 

vzorku
Detektor PočítačHmotnostní 

analyzátor

Ionizační 

technika

Normální tlak

P. Mann a P. Novák, AVČR

Hmotnostní spektrometr 



MALDI- Matrix Assisted Laser Desorption Ionization

(z pevné fáze)

ESI – Electrospray Ionization

(z roztoku)

Ionizační techniky MS

P. Mann a P. Novák, AVČR



1 2
m1=m2

E1<E2

2

2

2

2

1

1
1

1

Detector

Detector

Reflectron

Linear TOF

Reflectron TOF

Flight pathIon source

Flight path

Ion source

time-of-flight m/z

m/z

Hmotnostní spektrometr typu TIME OF FLIGHT (TOF) 

P. Mann a P. Novák, AVČR



Peptidové mapování (Peptidový fingerprinting)

na základě změření přesných hmotností peptidů vzniklých 

štěpením specifickou endoproteázou

Fragmentace peptidů/sekvenování (MS/MS)

na základě změření přesných hmotností fragmentů peptidu. 

Peptid nejsnáze fragmentuje v peptidické vazbě. Je tak získána 

(částečná) aminokyselinová sekvence v daném peptidu.

Identifikace bílkovin pomocí hmotnostní spektrometrie (MS)



Identifikace diferenciálně 

exprimovaného proteinu

nemocní zdraví

„In gel“ naštěpení trypsinem (za Arg, Lys)

Extrakce směsi peptidů z gelu

SSQIRQNYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDRDDVALEGVSHFFRELAEEKREG

YERLLKMQNQRGGRALFQD IKKPAEDEWGKTPDAMKAAMALEKKLNQALLDLHAL

GSARTDPHLCDFLETHFLDEEVKL IKKMGDHLTNLHRLGGPEAG LGEYLFERLT LKHD



LLK

GGR

SSQIR

L IKK

LT LK

EGYER

MQNQR

TPDAMK

ELAEEKR

ALFQD IK

AAMALEKK

KPAEDEWGK

MGDHLTNLHR

DDVALEGVSHFFR

LNQALLDLHALGSAR

LGGPEAG LGEYLFER

TDPHLCDFLETHFLDEEVK

QNYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDR

Peptidové mapování (Peptidový fingerprinting)

m/Z

I



MALDI-TOF MS

Accurate mass 

of the peptides 

Přesné hmotnosti 

peptidů 

SSQIRQNYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDRDDVALEGVSHFFRELAEEKREG

YERLLKMQNQRGGRALFQD IKKPAEDEWGKTPDAMKAAMALEKKLNQALLDLHAL

GSARTDPHLCDFLETHFLDEEVKL IKKMGDHLTNLHRLGGPEAG LGEYLFER LTLKHD

Database

search
Ferritin

(L-subunit)

SSQIRQNYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDRDDVALEGVSHFFRELAEEKREG

YERLLKMQNQRGGRALFQD IKKPAEDEWGKTPDAMKAAMALEKKLNQALLDLHAL

GSARTDPHLCDFLETHFLDEEVKL IKKMGDHLTNLHRLGGPEAG LGEYLFER LTLKHD

Porovnání s

databázemi
Ferritin

(L-subunit)

2287.0

Peptidové mapování (Peptidový fingerprinting) 



MALDI-TOF MS

Accurate mass 

of the peptides 

Přesné hmotnosti 

peptidů 

SSQIRQNYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDRDDVALEGVSHFFRELAEEKREG

YERLLKMQNQRGGRALFQD IKKPAEDEWGKTPDAMKAAMALEKKLNQALLDLHAL

GSARTDPHLCDFLETHFLDEEVKL IKKMGDHLTNLHRLGGPEAG LGEYLFER LTLKHD

Database

search
Ferritin

(L-subunit)

SSQIRQNYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDRDDVALEGVSHFFRELAEEKREG

YERLLKMQNQRGGRALFQD IKKPAEDEWGKTPDAMKAAMALEKKLNQALLDLHAL

GSARTDPHLCDFLETHFLDEEVKL IKKMGDHLTNLHRLGGPEAG LGEYLFER LTLKHD

Porovnání s

databázemi
L-Ferritin

2287.0

PEPTIDOVÉ MAPOVÁNÍ (PEPTIDE MASS FINGRPRINT)Peptidové mapování (Peptidový fingerprinting) 
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Protein View: GRP75_MOUSE

Stress-70 protein, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Hspa9 PE=1 SV=3



Co když se peptidové mapování nezdaří

nebo máme ve vzorku směs proteinů?   



Peptidové mapování (Peptidový fingerprinting)

na základě změření přesných hmotností peptidů vzniklých 

štěpením specifickou endoproteázou

Fragmentace peptidů/sekvenování (MS/MS)

na základě změření přesných hmotností fragmentů peptidu. 

Peptid nejsnáze fragmentuje v peptidické vazbě. Je tak získána 

(částečná) aminokyselinová sekvence v daném peptidu.

Identifikace bílkovin pomocí hmotnostní spektrometrie



S-P-A-F-D-S-I-M-A-E-T-L-K

MH+ = 1410.6

P. Mann a P. Novák, AVČR

Fragmentace peptidu (mikrosekvenování, MS/MS)



++ + ++

m/z jeho fragmentů

+

MW peptidu

1607.096

Fragmentace peptidu (mikrosekvenování, MS/MS)

MALDI –TOF-TOF

Identifikace peptidu LGGPEAGLGEYLFER

a proteinu L-FERRITIN 

+

LGGPEAGLGEYLFER

LGGPEAGLGEYLFE…R

LGGPEAGLGEYLF…ER 

LGGPEAGLGEYL…FER

LGGPEAGLGEY…LFER

LGGPEAGLGE…YLFER

Kolizní cela



MS – peptidový fingerprint

m/Z 1865



Kdy použít PMF  a kdy musím fragmentovat peptid? 

Jediný protein

( z 2-DE) 

Směs peptidů

z jednoho proteinu

(5-50 peptidů)

MS

(PMF)

Směs proteinů 

Směs peptidů

z mnoha proteinu

(300-106peptidů)
FRAKCIONACE!

MS/MS

(fragmentace)



proteiny

LC-MS

„shotgun“

peptidy

proteiny

peptidy

2-DE



Identifikace proteinů v shot-gun experimentech

Až stovky tisíc různých peptidů 

kontinuálně eluovaných z (RP) LC

On-line MS – přímé spojení LC kolony s ESI-MS. 

V reálném čase (60-600 minut) jsou eluované peptidy 

ionizovány. Změřeno MS, izolován prekurzor a 

provedena fragmentace. Cyklus přepnutí MS-MS/MS 

až několikrát za sekundu.

Off-line MS – např. LC-MALDI. Frakce eluujících 

peptidů jsou sbírány a MS probíhá až po sběru. Typicky 

sběr mikrofrakcí (nL) na MALDI destičku s následným 

měřením MS a MS/MS. 



RP-LC



ESI

RP-LC



ESI

RP-LC



ESI

RP-LC



ESI

RP-LC



MS

ESI

RP-LC



MS

ESI

RP-LC



MS MS/MS

ESI

RP-LC



MS

ESI

RP-LC



MS

ESI

RP-LC



MS MS/MS

ESI

RP-LC



• chromatografie

• elektroforézy

SEPARAČNÍ METODY

2-DE • příprava vzorků

• izoelektrická fokusace

• ekvilibrace

• SDS-PAGE

• detekce bílkovin a DIGE

• zpracování dat a vyhodnocení

• digesce vzorku a extrakce peptidů

• limty a záludnosti 2-DE



Až 2000 spotů…

2-DE or not 2-DE?



OMEZENÍ 2D TECHNOLOGIE

Bílkoviny s extrémním pI

Bíloviny nad 120-150 kDa

Membránové (hydrofobní) bílkoviny

! !



LIMITY 2-DE

Kolik kopií proteinu musí být v buňce, abychom ho viděli na 2-DE?

Gygi et al, PNAS 97,17 (2000)



Abundance/koncentrace buněčných bílkovin

Beck et al., Mol Syst Biol. 2011 Nov 8;7:549. 

Desítky kopií až desítky milionú kopií na buňku



Abundance/koncentrace buněčných bílkovin

Beck et al., Mol Syst Biol. 2011 Nov 8;7:549. 

Typy proteinů, 

jejichž 

koncentrace 

V buňce jsou 

slučitelné s 2-DE

+ cytoskelet, některé další metabolické enzymy 

a proteiny redoxního stresu



Ztráty v průběhu 2D experimentu

ZTRÁTY:

Rehydratace  20-55 %  

IEF 7-14 %

Ekvilibrace 17-24 %

SDS-PAGE

Fixace a barvení 

Až 80 % proteinů může být ztraceno v průběhu konvenčního 2D experimentu !!!!!!

!



A

B

B

A

A

B

Záludnosti 2-DE

PŘEKRYV SPOTŮ



Jak spolehlivá je kvantifikace při 2-DE?  

Thiede et al. Protein species high resolution quantitative proteomics of HeLa cells using 

SILAC-2-DE-nanoLC/LTQ-Orbitrap mass spectrometry. Mol Cell Proteomics. 2013 

Feb;12(2):529-38

816 spotů

2711 protein species (+kvant)

860 genů/proteinů



84 % spotů na 2-DE obsahuje více než 1 protein

téměř polovina spotů obsahuje více než 3 proteiny

V polovině spotů bylo zastoupení „hlavního“ proteinu menší než 90%

Kvantifikace založená na intenzitě spotu je v 50 % nepřesná 

Nemusí znamenat změnu exprese identifkovaného „hlavního“proteinu!! !



Zhruba polovina identifikovaných proteinů 

je zastoupena více než jednou proteoformou (je ve více než jednom spotu)



Kde všude na 2-DE je lamin A/C? 

28 proteoforem  



Jungblut, PR. et al.

HSP27 – nejméně 30 forem

Enolase 1 – 38 forem

Heat shock cognate 71 kDa protein – 31 forem

Vimentin – 29 forem

atd…

HSP27 proteoformy 

Thiede. et al.  Mol Cell Proteomics. 2012 in print 
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CTRL TREATED

Záludnosti 2-DE

4 různé „proteoformy“

„diferenciálně exprimovaný“ protein XY
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A  1050/1000 N.S.

B  630/600 N.S.

C  520/500 N.S.

D  0/100  !!!!

Záludnosti 2-DE

4 různé „proteoformy“

XY 2200/2200
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2-DE PROTEOMIC DÉJÀ VU.

The same identified proteins seem 

to predominate regardless of 

experiment, tissue or species!

Heat-shock proteins, proteasome 

subunits, enolase, tubulin,

peroxiredoxins, elongation factors, PDIs 

and hnRNPs

…. again ?



TOP 15

Individual proteins



TOP 15

Protein families





23 % of experiments present at least 5 of the TOP15



• Nepokrývá více jak 5-10% eukaryotního buněčného  proteomu 

• Nefunguje na TMP, extrémy pI, extrémní MW

• Umožňuje studium proteinů s nejméně desítkami tisíc kopií na buňku

• Ztráty v průběhu experimentu jsou až 80%

• Většina bílkovin je zastoupena více proteoformami

• Ve většině spotů je více až mnoho proteinů

• Kvantifikace založená na barvení skvrn je nespolehlivá

• 2-DE umožňuje analýzu jednotlivých proteoforem

• Náročná experimentálně, nenáročná statisticky a z hlediska MS

2-DE or not 2-DE?


