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Methodological aspects of proteomic analyses involving two-dimen-

sional electrophoresis and mass spectrometry

S u m m a r y

Proteomics is a scientific discipline that focuses on the large-scale study of

proteins, particularly their structures, functions and interactions. The proteome

is the full complement of proteins expressed by genome. During the last de-

cade, thanks to subset of proteomic techniques and workflows, it has been pos-

sible to identify: diagnostic protein biomarkers, potential therapeutic targets

and also biotechnologically important plant proteins, like those that give

a plant resistance to drought. Over the last years, proteomics has generated

a relatively large number of reviews on technical aspects and concepts. Al-

though total automation and reproducibility are possible, the protocols of pro-

tein isolation and separation are sample specific. Moreover, most of them ad-

dress the development of optimal sample preparation protocols of mammalian

cells and tissue. In contrast, plant proteomics is still in its infancy, probably be-

cause plant material is very recalcitrant. The objective of this review is to pay at-

tention to some methodological aspects of proteomic analyses using 2DE and

mass spectrometry, especially in the case of plant material.
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1. Wstêp

Od kilkunastu lat analizy proteomiczne i identyfikacja bia³ek z wykorzystaniem

spektrometrii mas sta³y siê bardzo u¿ytecznym narzêdziem wykorzystywanym

w wielu dziedzinach biologii i medycyny. Korelowanie ekspresji danego genu

z cech¹ fenotypow¹ ujawnion¹ w wyniku dzia³ania jego produktu, jest niezwykle

trudne. Nie stwierdzono bowiem œcis³ej zale¿noœci pomiêdzy poziomem mRNA i za-

wartoœci¹, a tym bardziej aktywnoœci¹, bia³ek w komórce. Stosowanie tradycyjnych

metod genomicznych jest zatem niewystarczaj¹ce, gdy¿ bia³ko – egzekutor prze-

mian biochemicznych, ulega licznym modyfikacjom i wchodzi w interakcje, których

nie da siê ustaliæ na podstawie sekwencji jego genu. Wystêpowanie splicingu alter-

natywnego, proces degradacji mRNA oraz aktywnoœæ regulatorowa mikroRNA do-

datkowo komplikuj¹ obraz, st¹d niezbêdne staje siê jak najpe³niejsze badanie pro-

teomów.

Jednym z najbardziej popularnych podejœæ proteomicznych jest tzw. proteomika

porównawcza, któr¹ stosuje siê w celu znalezienia markerów badanego procesu,

np. infekcji wirusowej, nowotworzenia czy reakcji na stres. Poprzez porównanie

profili bia³kowo-peptydowych próby kontrolnej z prób¹ badan¹, uzyskuje siê infor-

macje o zmianach jakoœciowych i iloœciowych wywo³anych danym czynnikiem. Takie

podejœcie znalaz³o zastosowanie zarówno w badaniach proteomicznych z u¿yciem

materia³u roœlinnego jak i zwierzêcego czy ludzkiego. W przypadku roœlinnej prote-

omiki porównawczej najbardziej popularne s¹ poszukiwania markerów procesów

infekcji wirusowej (1) lub grzybowej (2), formowania korzeni bocznych (3) czy pro-

gramowanej œmierci komórki (4). Dziêki zastosowaniu kombinacji 2-D DIGE (ang.

two-dimensional difference gel electrophoresis) z technik¹ MALDI ToF (ang. matrix assi-

sted laser desorption ionisation-time of flight) okreœlono bardzo dok³adnie zmiany za-

chodz¹ce w proteomie komórek kukurydzy po zadzia³aniu stresu solnego. Zidenty-

fikowano 75 bia³ek, które uznano za markery stresu osmotycznego i solnego (5).

Analizy proteomiczne umo¿liwi³y równie¿ znalezienie markerów stresu suszy

w ³odydze ³ubinu bia³ego (6). Dziêki zastosowaniu proteomiki, zidentyfikowano tak-

¿e wiele bia³ek zaanga¿owanych w reakcje obronne, fa³dowanie bia³ek, a tak¿e en-

zymy antyoksydacyjne (2). W porównaniu jednak ze stanem zaawansowania badañ

proteomicznych organizmów prokariotycznych, dro¿d¿y i zwierz¹t, proteomika roœ-

lin dopiero wkracza w fazê rozwoju. Przyczyny takich opóŸnieñ upatrywaæ mo¿na

w tym, ¿e roœliny stanowi¹ trudny materia³ biologiczny, ze wzglêdu na obecnoœæ

œcian komórkowych, du¿¹ zawartoœæ metabolitów wtórnych oraz „rozcieñczenie”

bia³ek, spowodowane obecnoœci¹ wakuol. Pewnym wyt³umaczeniem mo¿e byæ tak-

¿e fakt, ¿e sekwencjonowanie genomów roœlinnych jest mniej zaawansowane ni¿

sekwencjonowanie genomów innych grup organizmów. Konsekwencj¹ s¹ znacz¹ce

braki w anotacji bia³ek w bazach danych dla wielu gatunków roœlin. Z tych równie¿

przyczyn najbardziej popularnymi gatunkami roœlin poddawanymi analizom prote-

omicznym s¹ rzodkiewnik, ry¿, kukurydza oraz topola.
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Zastosowanie proteomiki w poszukiwaniu biomarkerów procesów chorobowych

cz³owieka, szczególnie kancerogenezy, doprowadzi³o w ostatnich latach do odkry-

cia wielu bia³ek uczestnicz¹cych w rozwoju tych zaburzeñ. T¹ drog¹ wykazano, ¿e

kalretikulinê mo¿na uznaæ za potencjalny marker nowotworu pêcherza moczowego

(7). Opisano równie¿ wiele bia³ek, których poziom akumulacji zmienia³ siê istotnie

podczas rozwoju nowotworu w¹troby (8,9), trzustki (10,11), prze³yku (12,13), ¿o-

³¹dka (14,15), jelita grubego (16,17) czy p³uc (18,19). Niestety z wielu przyczyn bar-

dzo ma³o z opisanych dot¹d bia³ek jest z powodzeniem stosowanych w diagnostyce

nowotworów. Jedynie kilka biomarkerów bia³kowych takich jak: antygen PSE swo-

isty dla prostaty, neurospecyficzna �-enolaza oraz izomeraza trójfosforanowa, po-

wszechnie wykorzystywanych jest w profilaktyce i wczesnym wykrywaniu nowotwo-

rów. Badanie z u¿yciem przeciwcia³ skierowanych na wimentynê, antygeny CD117

i CD34, z powodzeniem stosuje siê w diagnostyce guzów stromalnych (np. miêsak

podœcieliskowy przewodu pokarmowego). Wimentyna jest tak¿e typowym marke-

rem raka tarczycy, ziarniszczaka jajnika, raka kory i rdzenia nadnerczy. Wiêkszoœæ

z opisanych dot¹d bia³ek zosta³a zidentyfikowana z u¿yciem klasycznej strategii

obejmuj¹cej: izolacjê i oczyszczenie bia³ek, ich separacjê i identyfikacjê metodami

spektrometrii mas. Ka¿dy z tych etapów mo¿e przes¹dziæ o powodzeniu analizy

i uzyskaniu wiarygodnych wyników, a trudnoœci z tym zwi¹zane wynikaj¹ z koniecz-

noœci stosowania rozwi¹zañ zindywidualizowanych w zale¿noœci od pochodzenia

materia³u biologicznego. Celem pracy nie jest jednak omówienie metod izolacji, se-

paracji i identyfikacji bia³ek, opracowania takie s¹ bowiem dostêpne (20). Pragniemy

jedynie zwróciæ uwagê na niektóre aspekty metodyczne analiz proteomicznych,

zw³aszcza tych z wykorzystaniem metody elektroforezy dwukierunkowej (2DE)

i spektrometrii mas (MS).

2. Przygotowanie prób bia³kowych

Przygotowanie materia³u to etap krytyczny analiz proteomicznych, od którego

zale¿y jakoœæ i wiarygodnoœæ uzyskanych póŸniej danych. Etap ten wymaga stosowa-

nia precyzyjnych i niezawodnych procedur, które z jednej strony bêd¹ bardzo wy-

dajne, a z drugiej niezwykle powtarzalne. Opracowanie takiej optymalnej metody

jest trudne ze wzglêdu na ró¿nice pomiêdzy poszczególnymi próbami. Inne podejœ-

cie zostanie zastosowane do izolacji bia³ek z komórek hodowanych in vitro, a inne

do izolacji bia³ek z tkanek roœlinnych czy zwierzêcych. W przypadku hodowli ko-

mórkowych wystarczy zastosowanie bezpoœredniej lizy w buforze zawieraj¹cym

mocznik, tiomocznik, detergent CHAPS (ang. 3-[(2-cholamidopropyl)-dimethylam-

monio]-1-propane-sulfonate hydrate), ditriotreitol i amfolit. Jest to roztwór silnie

denaturuj¹cy, dziêki czemu nie dochodzi do degradacji i modyfikacji bia³ek, a u¿y-

cie inhibitorów proteaz staje siê zbêdne. Jednoczeœnie jest to ten sam bufor, który

dalej s³u¿y do ogniskowania izoelektrycznego bia³ek w metodzie 2DE. Zostaje za-
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tem zminimalizowana liczba etapów obróbki, a próbki po zmierzeniu stê¿enia

bia³ka s¹ gotowe do rozdzia³u. Godne polecenia, jak siê wydaje, jest stosowanie

mieszaniny mocznika i tiomocznika (w miejsce wykorzystywanego niegdyœ samego

mocznika), która znacz¹co zwiêksza iloœæ rozpuszczonych bia³ek i poprawia uzyska-

ny obraz elektroforetyczny. Przy wyborze tej metody dezintegracji komórek nale¿y

jednak pamiêtaæ, ¿e takie odczynniki jak: mocznik, detergenty czy amfolity, czêsto

zaburzaj¹ pomiar stê¿enia bia³ka, np. metod¹ Bradford (21). W zwi¹zku z tym ko-

nieczne staje siê zastosowanie alternatywnych metod pomiaru, np. z wykorzysta-

niem gotowych zestawów przystosowanych do takich analiz (2D-Quant Kit).

W przypadku komórek zorganizowanych w tkanki, opisany rodzaj lizy jest niewy-

starczaj¹cy i izolacja bia³ek wymaga zastosowania bardziej skomplikowanych metod.

W tej sytuacji etapem niezwykle podnosz¹cym jakoœæ obrazów 2DE, zarówno pod

wzglêdem liczby jak i jakoœci obserwowanych plamek, jest zastosowanie izolacji me-

tod¹ fenolow¹ opracowan¹ przez Hurkmana i Tanakê (22). Procedurê tê mo¿na z po-

wodzeniem stosowaæ do izolacji bia³ek z materia³u roœlinnego czy zwierzêcego, jak

i do oczyszczania mieszanin bia³ek uzyskanych za pomoc¹ innych metod. Szczegól-

nie przydatna jest ona do izolacji bia³ek b³onowych. Stosowanie tej metody znacz¹co

zmniejsza iloœæ zanieczyszczeñ, szczególnie w postaci soli, co równie¿ podwy¿sza

wydajnoœæ póŸniejszej identyfikacji bia³ek metod¹ MALDI ToF. W przypadku roœlin

silnie zdrewnia³ych lub z wysok¹ zawartoœci¹ substancji interferuj¹cych, takich jak:

barwniki, polifenole i polisacharydy (np. oliwka, bambus, ³ubin), dobre efekty daje

wstêpna precypitacja mieszanin¹ kwas trójchlorooctowy/aceton, a nastêpnie prze-

p³ukanie uzyskanego osadu za pomoc¹ metanolu i acetonu (23). Dopiero tak pod-

czyszczony materia³ poddaje siê ekstrakcji fenolowej. Po³¹czenie obu procedur

znacznie podwy¿sza czystoœæ i rozpuszczalnoœæ bia³ek oraz poprawia jakoœæ map

bia³kowych uzyskanych metod¹ 2DE. Niektórzy autorzy polecaj¹ równie¿ prowadze-

nie ekstrakcji fenolowej w obecnoœci SDS, który poprawia rozdzielczoœæ i zwiêksza

liczbê plamek widocznych na ¿elach dwuwymiarowych (24). Jednak w tym przypadku

nale¿y byæ bardzo ostro¿nym, gdy¿ obecnoœæ SDS w próbie efektywnie zaburza elek-

troogniskowanie bia³ek podczas I kierunku rozdzia³u elektroforetycznego.

W odró¿nieniu od roœlin, w przypadku zwierz¹t i ludzi, mo¿liwe jest pozyskanie

bardzo atrakcyjnego materia³u, jakim s¹ p³yny ustrojowe, takie jak: krew, osocze,

mocz czy p³yn mózgowo-rdzeniowy. Wiêkszoœæ z nich jest stosunkowo ³atwo do-

stêpna i dobrze odzwierciedla stan fizjologiczny organizmu, ma bowiem kontakt

z wieloma tkankami. Zastosowanie p³ynów ustrojowych umo¿liwia równie¿ wyko-

nanie analiz bez dodatkowych etapów oczyszczania. Dla przyk³adu, bia³ka osocza

mo¿na rozdzielaæ bezpoœrednio metod¹ 2DE. Po³¹czenie kilkunastu mikrolitrów

osocza z roztworem lizuj¹cym, w którym przeprowadza siê rozdzia³ ogniskuj¹cy,

umo¿liwia uzyskanie wysokorozdzielczej mapy proteomicznej, mimo bardzo wyso-

kiej zawartoœci soli nieorganicznych w osoczu (rys. 1). Jest to mo¿liwe dziêki zasto-

sowaniu tzw. aktywnej rehydratacji, która m.in. umo¿liwia migracjê substancji drob-

nocz¹steczkowych i ich usuniêcie z ¿elu (patrz rozdz. 3).
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Z medycznego punktu widzenia p³yny ustrojowe cz³owieka stanowi¹ bardzo in-

teresuj¹cy, choæ nie pozbawiony wad obiekt badañ. Jednym z najistotniejszych pro-

blemów napotykanych w ich globalnej analizie proteomicznej jest ogromne zró¿ni-

cowanie stê¿enia poszczególnych bia³ek. Skrajnym przyk³adem jest osocze zawie-

raj¹ce a¿ do 70% albuminy (25). Problem ten dotyczy tak¿e analitów roœlinnych,

gdzie w podobnych iloœciach wykrywa siê podjednostki Rubisco. Wystêpowanie nie-

których bia³ek w bardzo wysokim stê¿eniu (ang. high abundant proteins) sprawia, ¿e

czêsto nie jesteœmy w stanie wykryæ bia³ek niskokopijnych (ang. low abundant prote-

ins). Tymczasem geny bia³ek regulatorowych, takich jak: czynników transkrypcyj-

nych, receptorów, hormonów bia³kowych, enzymów, cytokin czy bia³ek uczestnicz¹-

cych w transdukcji sygna³ów, ulegaj¹ ekspresji na bardzo niskim poziomie, choæ

spe³niaj¹ niezwykle istotne funkcje w komórkach. Ocenia siê, ¿e bia³ka wysokoko-

pijne wystêpuj¹ w komórce w iloœciach 10-12 rzêdów wielkoœci wy¿szych ni¿ bia³ka

niskokopijne. Istnieje kilka metod umo¿liwiaj¹cych wzbogacenie frakcji bia³ek ni-

skokopijnych (26), z których najbardziej popularna jest chromatografia powinowac-

twa oraz ultrafiltracja na membranach o odpowiednim punkcie odciêcia. Zestawy

w których wykorzystuje siê te metody s¹ stosowane od wielu lat do usuwania

bia³ek, takich jak albumina czy immunoglobuliny. Ostatnio pojawi³y siê równie¿
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Rys. 1. Profil bia³kowy osocza ludzkiego rozdzielonego metod¹ 2DE w zakresie pH 4-7. 15 �l osocza

po³¹czono z 435 �l buforu lizuj¹cego (7 M mocznik, 2 M tiomocznik, 2% CHAPS, 55 mM DTT i 0,5% amfo-

lit pH 4-7), a nastêpnie rozdzielono na 24 cm paskach ¿elowych z immobilizowanym gradientem pH.



pierwsze zestawy do usuwania Rubisco, które stanowi nawet do 40% wszystkich

bia³ek w liœciach zielonych. Zestaw Seppro® (27) dzia³a na bazie techniki immuno-

precypitacji przy u¿yciu przeciwcia³ IgY z jaja kurzego, po³¹czonych ze z³o¿em chro-

matograficznym. Usuwanie albuminy przed rozpoczêciem analiz proteomicznych to

rutynowy zabieg stosowany od wielu lat w biologii i medycynie. Przy wyborze opty-

malnej metody nale¿y jednak pamiêtaæ, ¿e albumina to tzw. bia³ko noœnikowe zdol-

ne do wi¹zania innych bia³ek, lipidów i ma³ych cz¹steczek, takich jak cytokiny, hor-

mony czy interferon (28,29). Zidentyfikowano kilkadziesi¹t ró¿nych bia³ek, które

tworz¹ tzw. albuminom i wi¹¿¹ siê w sposób selektywny z albumin¹ (29,30). Wyka-

zano m.in., ¿e bia³ko gp41wirusa HIV-1, wi¹¿e siê z albumin¹ swoj¹ N-koñcow¹

czêœci¹ (31). Zdolnoœæ albuminy do wi¹zania innych cz¹steczek mo¿e spowodowaæ,

¿e usuniêcie jej z mieszaniny z jednej strony spowoduje wzbogacenie frakcji bia³ek

niskokopijnych i umo¿liwi ich detekcjê, z drugiej jednak mo¿e byæ przyczyn¹ utraty

potencjalnych biomarkerów. Rozs¹dnym rozwi¹zaniem „poœrednim” – w ekspery-

mentach z u¿yciem osocza – jest, jak siê wydaje, usuniêcie albuminy poprzez de-

naturacjê próby, a nastêpnie ultrafiltracja na membranie o punkcie odciêcia mniej-

szym ni¿ masa albuminy (32). Denaturacja powoduje zniesienie wiêkszoœci interak-

cji pomiêdzy bia³kiem noœnikowym a innymi sk³adnikami osocza, zmniejszaj¹c tym

samym ryzyko usuniêcia innych bia³ek wraz z albumin¹. Niedogodnoœci¹ jest to, ¿e

usuniête zostaj¹ jednoczeœnie bia³ka wysokocz¹steczkowe. Zgodnie jednak z wie-

dz¹ literaturow¹ to w³aœnie bia³kom o niskich masach cz¹steczkowych przypisuje

siê zwi¹zek z rozwojem nowotworów (33), cukrzyc¹ (34) czy chorobami uk³adu

kr¹¿enia (35).

Metody izolacji bia³ek z wiêkszoœci organelli roœlinnych s¹ doœæ dobrze opisane

w literaturze. Nie dotyczy to jednak izolacji bia³ek ze œcian komórkowych. Prawdo-

podobnie, dlatego te¿ w porównaniu do proteomów przedzia³ów subkomórkowych,

takich jak mitochondria czy chloroplasty, proteom œciany komórkowej i apoplastu

jest s³abo scharakteryzowany. Bia³ka stanowi¹ bardzo istotny element roœlinnych

œcian komórkowych. Ze wzglêdu na stopieñ zwi¹zania bia³ek w œcianach mo¿na wy-

ró¿niæ co najmniej trzy populacje. S¹ to bia³ka luŸno zwi¹zane ze œcianami, które s¹

wydzielane do przestworów miêdzykomórkowych b¹dŸ do medium hodowlanego

w przypadku zawiesiny komórek. Drug¹ populacjê stanowi¹ bia³ka, które s¹ zwi¹-

zane w strukturze œciany wi¹zaniami jonowymi, a trzeci¹ – bia³ka trwale zwi¹zane,

dziêki wi¹zaniom kowalencyjnym z polisacharydami tworz¹cymi rusztowanie œcia-

ny. Populacje te czêœciowo nak³adaj¹ siê na siebie. W analizach proteomicznych

ogromn¹ rolê odgrywa poziom zanieczyszczeñ próbki, który w przypadku bia³ek

œcian komórkowych jest zale¿ny od stopnia ich zwi¹zania ze œcianami, a zatem

w praktyce od zastosowanej metody ekstrakcji. Bia³ka apoplastyczne mo¿na wyizo-

lowaæ technik¹ IWF (ang. intracellular washing fluid), czyli infiltracji przestworów

miêdzykomórkowych za pomoc¹ buforu o pH zbli¿onym do pH œcian i zawieraj¹cym

sól w wysokim stê¿eniu (36). Czyni siê to w warunkach, w których ci¹g³oœæ b³on po-

zostaje nienaruszona, a komórki nie ulegaj¹ zniszczeniu. Podobnie mo¿na izolowaæ
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bia³ka zewn¹trzkomórkowe komórek hodowanych w zawiesinie. Komórki poddaje

siê dzia³aniu 0,2 M CaCl2, a bia³ka zwi¹zane ze œcianami s¹ wymywane do buforu

bez lizy komórek (37). W tym przypadku jednak uzyskuje siê bia³ka œcian pierwot-

nych, które te¿ naj³atwiej jest analizowaæ zarówno metod¹ LC-MS/MS jak i MALDI

ToF. Bia³ka wydzielane do medium hodowlanego s¹ homogenne, nie wystêpuj¹

w po³¹czeniu ze zwi¹zkami fenolowymi i cukrami, które obni¿aj¹ wydajnoœæ identy-

fikacji metodami spektrometrii mas. Podczas izolacji bia³ek zwi¹zanych w œcianach

komórkowych roœlin trzeba uprzednio zniszczyæ strukturê œcian i rozbiæ komórki,

a to oznacza ryzyko zanieczyszczeñ. Po usuniêciu bia³ek cytozolowych i mikroso-

malnych pozosta³y osad traktuje siê roztworem soli o wysokim stê¿eniu, co pozwa-

la na rozerwanie wi¹zañ jonowych, wi¹¿¹cych bia³ka ze œcianami (38). Ponadto, za-

stosowanie detergentów, mnogoœæ etapów, a co za tym idzie, równie¿ d³ugi czas

trwania izolacji, mog¹ znacz¹co wp³ywaæ na jakoœæ analiz. Szczególn¹ trudnoœæ

sprawia identyfikacja bia³ek kowalencyjnie zwi¹zanych ze œcianami komórkowymi.

Opracowano metodykê izolacji takich bia³ek (39), która obejmuje trawienie enzyma-

tyczne oczyszczonych œcian. Niedogodnoœci¹ tej metody jest obecnoœæ w próbce en-

zymów hydrolitycznych, co sprawia, ¿e mieszanina peptydów, powsta³ych w wyniku

trawienia takiej próby trypsyn¹, zawiera znacz¹c¹ liczbê peptydów pochodz¹cych

z rozpadu stosowanych hydrolaz, co znacznie utrudnia identyfikacjê bia³ek metoda-

mi MS.

3. Elektroforeza dwukierunkowa oraz metody detekcji bia³ek

Elektroforeza dwukierunkowa w ¿elu poliakryloamidowym, dziêki po³¹czeniu

techniki ogniskowania izoelektrycznego (IEF) oraz standardowej elektroforezy

w warunkach denaturuj¹cych (SDS-Page), zapewnia wyj¹tkowo dobry rozdzia³ mie-

szaniny bia³ek. Przeprowadzenie ogniskowania w handlowo dostêpnych paskach

¿elowych z immobilizowanym gradientem pH zapewnia wysok¹ powtarzalnoœæ ana-

liz w odró¿nieniu od metod starszych, w których stosowa³o siê kapilarki wype³nione

¿elem z amfolitem. Gradient pH w takim ¿elu ustala³ siê sam indywidualnie w ka¿dej

kapilarze w pierwszym etapie elektroforezy, w rezultacie powtarzalnoœæ wyników

by³a bardzo ma³a. Zakresy pH komercyjnych pasków ¿elowych s¹ bardzo zró¿nico-

wane, co umo¿liwia uwzglêdnienie zarówno typu eksperymentu jak i oczekiwanego

wyniku. Paski ¿elowe s¹ dostêpne handlowo w formie wysuszonej. Ogniskowanie

rozpoczyna siê od rehydratacji paska, która trwa minimum 12 godzin. W zale¿noœci

od u¿ywanego aparatu do IEF stosowaæ mo¿na rehydratacjê paska, a nastêpnie

wprowadzenie mieszaniny bia³ek w celu ogniskowania lub jednoczesn¹ rehydrata-

cjê wraz z bia³kami przeznaczonymi do rozdzia³u. W tym ostatnim przypadku mo¿-

liwe jest prowadzenie tzw. aktywnej rehydratacji stosuj¹c niewielkie napiêcie

(20-120V), które nie tylko u³atwia bia³kom, szczególnie tym o wysokich masach

cz¹steczkowych, wnikniêcie w ¿el, ale równie¿ umo¿liwia wymycie z paska ¿elowe-
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go zanieczyszczeñ niskocz¹steczkowych, które znajduj¹ siê w próbce, a które mo-

g³yby zaburzaæ ogniskowanie. Bardzo u¿ytecznym zabiegiem, który równie¿ popra-

wia jakoœæ uzyskanych obrazów, jest zastosowanie lekko zwil¿onych wod¹ papier-

ków z cienkiej bibu³y o wielkoœci 3x5 mm, które przed rozpoczêciem rehydratacji

umieszcza siê pomiêdzy paskiem a elektrod¹ i pozostawia na ca³y czas trwania elek-

troforezy. Osadzaj¹ siê na nich zanieczyszczenia pochodz¹ce z próbki, chroni¹c tym

samym pasek ¿elowy, który dziêki temu nie zmienia swojej objêtoœci. Ponadto ab-

sorbuj¹ one nadmiar wody, która jest transportowana wraz z bia³kami pomiêdzy

elektrodami. Ogromn¹ wad¹ metody 2DE jest jej czasoch³onnoœæ oraz wymóg sto-

sowania bardzo du¿ych iloœci bia³ka, w porównaniu do metod chromatograficznych.

Iloœæ materia³u bia³kowego jest uzale¿niona od wielkoœci paska, w którym bêdzie

rozdzielany, jak i metody wizualizacji po rozdziale. W przypadku próbek poddanych

wczeœniej frakcjonowaniu, w których mo¿na spodziewaæ siê niewielkiej liczby bia-

³ek, nale¿y u¿yæ pasków krótkich 7 lub 11 cm. Gdyby na takich paskach rozdzielaæ

nie rozfrakcjonowan¹ uprzednio mieszaninê bia³ek, uzyskany obraz by³by ma³o czy-

telny, a ró¿nice niezwykle trudne do wykrycia. St¹d konieczne staje siê u¿ycie pa-

sków d³ugich, np. 24 cm, co z kolei znacznie zwiêksza iloœæ bia³ka, któr¹ trzeba

na³o¿yæ na pasek. Du¿e znaczenie ma równie¿ wybór zakresu pH stosowanych pa-

sków. U¿ywaj¹c szerokiego zakresu pH, np. 3-10 lub 3-11, mo¿na uzyskaæ ogólny

obraz profilu bia³kowego. Zawiera on setki nak³adaj¹cych siê na siebie plamek, co

uniemo¿liwia wykrycie wszystkich z nich. Ponadto bia³ka niskokopijne nie ujawni¹

siê w tej mnogoœci cz¹steczek. Rozwi¹zaniem jest rozdzielanie bia³ek na kilku pa-

skach o w¹skich zakresach pH, które bêd¹ siê czêœciowo na siebie nak³ada³y, np.

4-5, 4.5-5.5, 5-6, 5.5-6.7. Stosuj¹c tak¹ metodê wykryto wiele bia³ek niskokopijnych

w proteomie komórek linii ch³oniaka (40). Wad¹ tego rozwi¹zania jest czasoch³on-

noœæ, jak równie¿ bardzo du¿a iloœæ materia³u bia³kowego koniecznego do analiz.

Metoda ta nie sprawdza siê jednak w przypadku bia³ek zasadowych. Nale¿y równie¿

pamiêtaæ, ¿e iloœæ bia³ek u¿ytych do rozdzia³u na pasku ¿elowym o zakresie pH

3-10, bêdzie niewystarczaj¹ca w przypadku pasków o wê¿szym zakresie pH, gdy¿

czêœæ z nich po prostu siê nie rozdzieli. Bia³ka te wêdruj¹ na koñce paska, gdzie za-

czynaj¹ precypitowaæ, jak równie¿ koprecypitowaæ z innymi bia³kami o pI zbli¿o-

nym do pH koñca paska. Aby unikn¹æ precypitacji bia³ek o pI poza zakresem paska,

jak równie¿ aby rozwi¹zaæ problem nak³adania na pasek o w¹skim zakresie pH bar-

dzo du¿ej iloœci bia³ka, mo¿na spróbowaæ wczeœniejszego frakcjonowania bia³ek ze

wzglêdu na ich punkt izoelektryczny. Na uwagê zas³uguje metoda frakcjonowania

za pomoc¹ elektrolizera MCE (ang. multi-compartment electrolyser), który wykorzystu-

je membrany izoelektryczne do frakcjonowania bia³ek osocza na: bia³ka kwaœne, za-

sadowe oraz frakcjê albuminy o pI pomiêdzy 5.6 a 6.1 (41). Metoda ta, choæ obie-

cuj¹ca, wymaga dopracowania wielu szczegó³ów, poniewa¿ jej najwiêksz¹ wad¹ jest

utrata bia³ek o pI zbli¿onym do 5.6, które precypituj¹ na membranie.

Dla powodzenia analiz proteomicznych ogromne znaczenie ma równie¿ wybór

odpowiedniej metody detekcji rozdzielonych elektroforetycznie bia³ek. Najbardziej
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popularnymi s¹ obecnie: barwienie znacznikami fluorescencyjnymi, barwienie me-

tod¹ srebrow¹ lub barwnikami z rodziny Coomassie Brilliant Blue (CBB). Bardzo czy-

telne obrazy 2D mo¿na uzyskaæ stosuj¹c metodê srebrow¹ wg Jungblut (42). Najwiê-

ksz¹ zalet¹ tej metody jest du¿a czu³oœæ wykrywania (oko³o 1000 razy wiêksza ni¿

z CBB), dochodz¹ca nawet do 0,02 ng bia³ka/mm3 ¿elu. Jest to metoda, która w ¿e-

lach dwuwymiarowych zwykle w sposób zadowalaj¹cy wizualizuje plamki bia³ek bez

nadmiernego t³a, niestety, równoczeœnie powa¿nie utrudnia póŸniejsze analizy MS.

Barwienie srebrem z u¿yciem aldehydu glutarowego znacznie obni¿a wydajnoœæ

identyfikacji peptydów, nawet po uprzednim odbarwieniu ¿eli. Z inn¹ sytuacj¹ spo-

tkamy siê przy u¿yciu mniej czu³ych metod koloidalnego Coomassie i barwienia

zwi¹zkami fluorescencyjnymi, które umo¿liwiaj¹ znacznie wydajniejsz¹ analizê MS.

Dla przyk³adu wczeœniej wykazano, ¿e identyfikacja bia³ek wybarwionych metod¹

srebrow¹ (42) z u¿yciem spektrometru MALDI ToF, jest bardzo nieefektywna (39).

Z kolei metoda barwienia srebrem wg Schevchenki (43), opisywana jako kompatybil-

na z metodami MS, umo¿liwi³a uzyskanie zadowalaj¹cych wyników identyfikacji

bia³ek jedynie przy u¿yciu czu³ej metody LC-MS/MS, lecz nie z wykorzystaniem tech-

niki MALDI ToF. W ostatnich latach w literaturze pojawi³o siê kilka prac opisuj¹cych

wp³yw srebra na wydajnoœæ identyfikacji bia³ek i mechanizm oddzia³ywania takiego

barwienia z metodami spektrometrii mas (44,45). Rola samego srebra nie jest do

koñca jasna. Wydaje siê jednak, ¿e to nie metal jest odpowiedzialny za dramatyczny

spadek wydajnoœci (46), lecz formaldehyd, który sieciuj¹c bia³ko w ¿elu nie tylko

mo¿e obni¿aæ wydajnoœæ identyfikacji, ale równie¿ zafa³szowywaæ wyniki. Zast¹pie-

nie formaldehydu innym czynnikiem redukuj¹cym poprawia wydajnoœæ identyfikacji,

jednak i tak nie jest ona porównywalna z wynikami uzyskanymi po barwieniu CBB.

Ponadto spada czu³oœæ detekcji i pojawia siê ciemne t³o utrudniaj¹ce dalsze proce-

dury (44). Przy wyborze metody barwienia musimy zatem kierowaæ siê równie¿ ro-

dzajem metody, któr¹ bêdziemy stosowaæ nastêpnie do identyfikacji bia³ek. Teore-

tycznie, je¿eli pr¹¿ek lub plamka s¹ widoczne po wybarwieniu ka¿d¹ metod¹, ozna-

cza to, ¿e zawartoœæ w nich bia³ka jest wystarczaj¹ca do analiz. W praktyce jednak,

im wiêcej bia³ka w plamce czy pr¹¿ku, tym stosunek sygna³u do szumu bêdzie wiêk-

szy. Dlatego te¿ w przypadku identyfikacji bia³ek metod¹ tandemowej spektrome-

trii mas, technika srebrowa bez u¿ycia aldehydu glutarowego (43) jest wystarcza-

j¹ca. Niestety identyfikuj¹c bia³ka z wykorzystaniem spektrometru MALDI ToF, któ-

ry charakteryzuje siê mniejsz¹ czu³oœci¹ i rozdzielczoœci¹, trzeba korzystaæ z innych

technik.

Barwnikiem fluorescencyjnym o czu³oœci detekcji porównywalnej do srebra, jest

oparty na zwi¹zkach rutenu SYPRO Ruby (Molecular Probes). Wi¹¿e siê on niekowa-

lencyjnie do peptydów rozdzielonych w ¿elu; nie stwierdzono te¿ jego interferencji

z metodami identyfikacji bia³ek, a procedura barwienia jest szybka i ³atwa. Minusem

tej metody jest koniecznoœæ stosowania drogich robotów do wycinania pr¹¿ków czy

plamek wybarwionych bia³ek, gdy¿ s¹ one widoczne tylko po naœwietleniu œwiat³em

o odpowiedniej d³ugoœci fali i tylko przez krótki czas.
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Rys. 2. Porównanie czu³oœci detekcji ró¿nych metod barwienia ¿eli na przyk³adzie obrazów jedno-

i dwuwymiarowych. Oznaczone strza³kami plamki identyfikowano metod¹ MALDI ToF. Wyniki zestawio-

no w tabeli.



W przypadku póŸniejszej identyfikacji bia³ek metod¹ MALDI ToF, najlepsz¹ me-

tod¹, jak siê wydaje, jest technika opisana przez Candiano i wsp. (47), nazwana Blue

Silver. W metodzie tej wykorzystuje siê standardowy protokó³ barwienia koloidal-

nym Coomassie (48) z modyfikacjami polegaj¹cymi na zwiêkszeniu stê¿eñ: kwasu

fosforowego z 2 (v/v) do 10% (v/v) i barwnika CBB G-250 z 0,1 (w/v) do 0,12% (w/v).

Pomiar densytometryczny wskazuje, ¿e metod¹ Blue Silver mo¿na wizualizowaæ

pr¹¿ek w ¿elu jednokierunkowym nawet po na³o¿eniu 1ng bia³ka. Równie¿ wyniki

identyfikacji bia³ek wybarwionych Blue Silver s¹ zadowalaj¹ce. Wysoka czu³oœæ me-

tody, jak siê wydaje, wynika prawdopodobnie ze zmiany pH. W tradycyjnym proto-

kole Neuhoffa (48) pH roztworu barwi¹cego wynosi 1,2, podczas gdy pH mieszaniny

Blue Silver wynosi 0,5. Jest wysoce prawdopodobne, ¿e obni¿enie pH powoduje

protonacjê niektórych reszt aminokwasowych (g³ównie Glu i Asp) i jednoczeœnie

mo¿e obni¿aæ liczbê ³adunków ujemnych w ³añcuchu peptydowym. Dziêki temu

u³atwia tworzenie mostków jonowych pomiêdzy barwnikiem, a aminokwasami. Praw-

dopodobnie pojawiaj¹ siê równie¿ dodatkowe oddzia³ywania hydrofobowe (47). Na

podstawie przeprowadzonych porównañ ¿eli jedno- i dwuwymiarowych (rys. 2) bar-

wionych azotanem srebra (43), SYPRO Ruby (49) i metod¹ Blue Silver wykazano, ¿e

ró¿nice w czu³oœci detekcji nie s¹ du¿e (39). Czu³oœæ metody Blue Silver jest zbli¿o-

na do tej uzyskanej na ¿elu barwionym SYPRO Ruby. Najwiêksz¹ liczbê plamek wi-

daæ na ¿elu barwionym metod¹ srebrow¹. Plamki bia³ek oznaczone strza³kami zo-

sta³y wyciête i identyfikowane metod¹ MALDI ToF. Na osiem bia³ek wybarwionych

technik¹ Blue Silver powiod³a siê identyfikacja wszystkich bia³ek, natomiast wœród

12 bia³ek wybarwionych srebrem zidentyfikowano jedynie jedno (tab.). Jednak

i w tym przypadku s¹ widoczne ró¿nice w jakoœci uzyskanego wyniku. Stopieñ po-

krycia sekwencji dla bia³ka wybarwionego CBB wynosi 40% przy 9 zidentyfikowa-

nych peptydach, natomiast dla bia³ka wybarwionego srebrem jest to jedynie 29%

przy 6 zidentyfikowanych peptydach. Na rysunku 3 przyk³adowo pokazano porów-

nanie map peptydowych jedynego bia³ka zidentyfikowanego metod¹ MALDI ToF.

Charakterystyczny jest ubogi sk³ad peptydowy próby barwionej srebrem (widmo B)

w stosunku do próby wybarwionej Blue Silver (widmo A) co wyraŸnie potwierdza ne-

gatywny wp³yw tej techniki na wydajnoœæ i jakoœæ identyfikacji. Dodatkowo mo¿na

zaobserwowaæ na tym widmie du¿¹ liczbê pików o m/z poni¿ej 1000 Da nie po-

chodz¹cych z bia³ek oraz wysoki stosunek sygna³u do szumu. Takich pików nie ob-

serwuje siê na widmie masowym produktów trawienia bia³ka wybarwionego Blue Si-

lver, widoczna by³a za to wiêksza liczba pików pochodz¹cych od peptydów i ma³a

iloœæ zanieczyszczeñ.
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T a b e l a

Bia³ka œcian komórkowych zawiesiny Arabidopsis po rozdzia³ach 2-DE

Nr plamki Metoda barwienia Identyfikacja bia³ka
Nr bia³ka
w bazie
MSDB

Stopieñ pokrycia
sekwencji (%)

Score Liczba peptydów

1 Blue Silver bia³ko reakcji obronnych
LRR

Q8LGC3 45 74 20

2 Blue Silver bia³ko bior¹ce udzia³
w aposporii

Q940G5 40 98 9

3 Blue Silver bia³ko bior¹ce udzia³
w aposporii

NP0010308
15

32 60 8

4 Blue Silver peroksydaza AtPO2 CAA67551 36 73 9

5 Blue Silver bia³ko o nieznanej funkcji BAB10799 15 62 8

6 Blue Silver acetyloesteraza pektyn Q940J8 28 76 8

7 Blue Silver proteaza aspartylowa T47599 19 73 6

8 Blue Silver bia³kowy inhibitor
poligalakturonazy

Q541D6 40 82 9

1a-7a AgNO3 nie zidentyfikowany

8a AgNO3 bia³kowy inhibitor
poligalakturonazy

Q541D6 29 62 6

9a-12a AgNO3 nie zidentyfikowany

Bia³ka wybarwiono dwiema metodami: Blue silver (46) i AgNO3 (42), a nastêpnie analizowano metod¹ MALDI ToF. Cyfry
w pierwszej kolumnie odpowiadaj¹ oznaczeniom plamek na rysunku 2.

Wybieraj¹c skalê rozdzia³u 2DE i metodê detekcji nale¿y równie¿ pamiêtaæ o wy-

dajnoœci metod izolacji bia³ek. Aby uzyskaæ obraz 2DE bia³ek wybarwionych azota-

nem srebra lub Sypro Ruby, na ¿elach o wymiarach 24×25 cm, nale¿y zastosowaæ

oko³o 0,1 mg bia³ka. Technika Blue Silver wymaga u¿ycia 0,5-1 mg bia³ka, co np. dla

bia³ek œcian komórkowych ³ubinu wymaga³oby prowadzenia ekstrakcji z ok. 0,5 kg

materia³u roœlinnego. W przypadku ³ubinu bia³ego taka skala ekstrakcji nie stanowi

problemu, mo¿e siê on jednak pojawiæ w przypadku innych gatunków roœlin. Iloœæ

tkanki otrzymywanej z korzenia jednej roœliny Arabidopsis jest rzêdu miligramów.

Podobnie z materia³em zwierzêcym. Wycinki tkanki czy okreœlone populacje komó-

rek to materia³ niezwykle trudno dostêpny, a w przypadku bia³ek nie istnieje techni-

ka równowa¿na do techniki PCR, która umo¿liwi³aby amplifikacjê interesuj¹cych

makrocz¹steczek.

Wybieraj¹c d³ugie paski ¿elowe trzeba równie¿ pamiêtaæ, ¿e ¿el do przeprowa-

dzania II kierunku te¿ bêdzie du¿ych rozmiarów. Czêsty b³¹d pope³niany podczas

przygotowywania ¿eli poliakryloamidowych o du¿ych formatach zwi¹zany jest

z temperatur¹ i czasem polimeryzacji. Zwi¹zanie akrylamidu i metylenobisakrylami-
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du, jak siê wydaje, trwa oko³o 0,5-1 godziny w zale¿noœci od wielkoœci ¿elu. Jednak

polimeryzacja, szczególnie w du¿ych ¿elach, trwa jeszcze kilkanaœcie godzin, a jej

w³aœciwy przebieg ma miejsce w temperaturze pokojowej. Przeprowadzanie elek-

troforezy w ¿elach nie do koñca spolimeryzowanych prowadzi do zaburzeñ roz-

dzia³u oraz powstania t³a. Ponadto, powsta³e wskutek zbyt krótkiej polimeryzacji

mono- i oligomery akrylamidu mog¹ byæ przyczyn¹ wysokiego t³a widocznego na

widmach masowych (50). Najlepiej zatem przygotowaæ ¿el, odczekaæ godzinê a¿

spolimeryzuje, a nastêpnie, po zawiniêciu w wilgotn¹ bibu³ê, pozostawiæ w tempe-

raturze pokojowej przez noc.

Aby dodatkowo podnieœæ powtarzalnoœæ analiz, skróciæ ich czas i znacznie

zmniejszyæ iloœæ materia³u niezbêdn¹ do rozdzia³ów 2DE, mo¿na zastosowaæ elek-

troforezê ró¿nicow¹ 2D DIGE (ang. difference gel electrophoresis) (51). W technice tej

przed rozdzia³em stosuje siê niezale¿ne znakowanie prób za pomoc¹ znaczników

fluorescencyjnych Cy2, Cy3 i Cy5. Tak wyznakowane próby miesza siê nastêpnie ze

sob¹ i rozdziela w jednym ¿elu. Po zakoñczonej elektroforezie, wykorzystuj¹c ró¿ne

w³aœciwoœci spektralne znaczników Cy, z jednego ¿elu mo¿na uzyskaæ trzy mapy

proteomiczne poszczególnych prób, co umo¿liwia unikniêcie b³êdów technicznych

zwi¹zanych z przeprowadzeniem samej elektroforezy. Ponadto technika ta pozwala

na zastosowanie tzw. standardu wewnêtrznego, który przygotowuje siê poprzez
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dentyfikowano jako bia³kowy inhibitor poligalakturonazy.



zmieszanie ze sob¹ tej samej iloœci wszystkich prób z eksperymentu. Dla przyk³adu,

w doœwiadczeniu, w którym porównuje siê próby kontrolne z próbami badanymi,

standardem wewnêtrznym bêd¹ wszystkie próby kontrolne i wszystkie próby bada-

ne zmieszane ze sob¹ w jednej probówce i wyznakowane Cy2. Próbê tak¹ zawsze

rozdziela siê na jednym ¿elu z jedn¹ prób¹ kontroln¹ wyznakowan¹ Cy3 i jedn¹

prób¹ badan¹ wyznakowan¹ Cy5, co znacznie podwy¿sza powtarzalnoœæ analiz, po-

niewa¿ obserwowana zmiana w próbie kontrolnej, bêdzie zawsze mia³a odbicie

w standardzie wewnêtrznym. Wad¹ tej metody jest to, ¿e nie widaæ „go³ym okiem”

plamek bia³ek, które powinny zostaæ wyciête do identyfikacji. Rozwi¹zaniem, jak

ju¿ wspomniano, mog¹ byæ urz¹dzenia do automatycznego wycinania plam, (ang.

Spot Picker), niestety s¹ one bardzo kosztowne.

4. Identyfikacja bia³ek metodami MS

Wyizolowane mieszaniny bia³ek po oczyszczeniu, rozdzieleniu metod¹ 2DE oraz

wizualizacji poddaje siê analizie za pomoc¹ specjalistycznego oprogramowania, za

pomoc¹ którego dokonuje siê porównañ iloœciowych i jakoœciowych uzyskanych

map proteomicznych. W celu identyfikacji bia³ek najczêœciej u¿ywanymi metodami

s¹: ESI-MS/MS, czyli tandemowy spektrometr z jonizacj¹ poprzez elektrorozprasza-

nie i MALDI ToF. Istot¹ metody ESI-MS/MS jest uzyskanie widm fragmentacyjnych na

podstawie których mo¿liwe jest ustalenie sekwencji badanego bia³ka. W metodzie

MALDI Tof uzyskuje siê jedynie mapy peptydowe, które porównuje siê nastêpnie

z danymi zawartymi w bazach bia³kowych i na tej podstawie dokonuje siê identyfi-

kacji bia³ka. Nie jest mo¿liwe ustalenie sekwencji aminokwasowej badanego bia³ka,

w rezultacie mo¿liwa jest jedynie identyfikacja bia³ek ju¿ znanych, których sekwen-

cje zdeponowane s¹ w bazach.

Plamki zawieraj¹ce interesuj¹ce nas bia³ka, po wyciêciu z ¿elu przygotowuje siê

do identyfikacji. Przygotowanie polega na przeprowadzeniu serii p³ukañ, dziêki cze-

mu z ¿elu s¹ wymywane pozosta³oœci barwników, sole i detergenty. Ma to istotne

znaczenie, gdy¿ w analizach MS barwnik CBB daje charakterystyczny pik o masie

(m/z) 832 Da, którego intensywnoœæ jest wprost proporcjonalna do zawartoœci CBB

w próbie. Przeprowadza siê równie¿ reakcje redukcji, w celu rozbicia mostków di-

siarczkowych do wolnych grup –SH, które nastêpnie blokuje siê w reakcji alkilacji.

Etap ten znacznie poprawia wydajnoœæ trawienia bia³ek, gdy¿ grupy -S-S- s¹ ma³o

stabilne podczas hydrolizy i mog¹ ulegaæ przegrupowaniom lub w inny sposób za-

burzaæ rozcinanie polipeptydów przez proteazy. Na etapie przygotowywania prób

do trawienia ogromny wp³yw na jakoœæ analiz uzyskanych metodami spektrometrii

mas ma czystoœæ i jakoœæ odczynników oraz stosowanych akcesoriów. Zasadê tê po-

winno siê stosowaæ na ka¿dym etapie analiz proteomicznych, jednak w³aœnie ta faza

przygotowañ jest szczególnie wra¿liwa na pewne czynniki. Stosowane wyroby pla-

stikowe powinny cechowaæ siê podwy¿szon¹ odpornoœci¹, szczególnie na rozpusz-
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Rys. 4. Porównanie map peptydowych uzyskanych metod¹ MALDI ToF. Widma A i B obrazuj¹ wp³yw

przygotowania trypsyny oraz obecnoœci zanieczyszczeñ na jakoœæ uzyskanych widm. Na podstawie ta-

kich widm nie zidentyfikowano analizowanego bia³ka. Dwie mapy peptydowe poni¿ej (C i D), uzyskane

po wyeliminowaniu problemów technicznych, pozwoli³y na pomyœln¹ identyfikacjê bia³ka. Szczegó³y

w tekœcie.



czalniki, bowiem niektóre z nich, np. acetonitryl, mog¹ wyp³ukiwaæ z tworzyw

zwi¹zki zak³ócaj¹ce wyniki analiz. Dotyczy to zw³aszcza próbek przygotowywanych

do analiz technik¹ MALDI ToF, która jest bardzo czu³a na niewielkie nawet iloœci za-

nieczyszczeñ (plastyfikatory, inicjatory polimeryzacji) wymytych z kolorowych tip-

sów, probówek plastikowych niezbyt dobrej jakoœci, a nawet pudru z rêkawiczek la-

teksowych. Niedok³adnie wyp³ukany detergent u¿ywany do mycia szk³a czy sól sto-

sowana we wspó³czesnych zmywarkach mog¹ doprowadziæ do sytuacji, w której ty-

godniami przygotowany eksperyment zakoñczy siê niepowodzeniem, poniewa¿ na

widmach masowych zamiast sygna³ów peptydów pojawi¹ siê przede wszystkim piki

pochodz¹ce od chlorku sodu. Zasadnicze znaczenie dla jakoœci uzyskanych wyni-

ków identyfikacji, ma równie¿ sposób przygotowania oraz przechowywania trypsy-

ny. Zamra¿anie i rozmra¿anie enzymu mo¿e doprowadziæ do utraty jego aktywnoœ-

ci. Na rysunku 4 pokazaliœmy przyk³adowe porównanie widm masowych uzyskanych

metod¹ MALDI ToF (39). Dwa górne widma (A i B) uzyskano dla prób bia³kowych

przygotowanych za pomoc¹ kilkukrotnie rozmra¿anej trypsyny i akcesoriów plasti-

kowych niezbyt dobrej jakoœci. Widoczne piki, w wiêkszoœci o masie do 1000 Da,

pochodz¹ z zanieczyszczeñ próby i matrycy; peptydy o masie 1163 i 1179 Da to

fragmenty keratyny. Widoczny jest tylko jeden peptyd o masie 1567 pochodz¹cy

prawdopodobnie z analizowanego bia³ka. Na podstawie takiego widma nie jest

mo¿liwe utworzenie mapy peptydowej bia³ka. Charakterystyczne s¹ równie¿ wyso-

kie intensywnoœci pików pochodz¹cych z zanieczyszczeñ, pików pochodz¹cych od

barwnika CBB (832 Da), czy trypsyny (842 Da) w stosunku do intensywnoœci peptydu

o m/z 1567. Przy takim stosunku sygna³u do szumu, wiêkszoœæ oczekiwanych pików

po prostu nie zostanie ujawniona. Umieszczone widma masowe C i D uzyskano dla

bia³ka analizowanego po wyeliminowaniu problemów technicznych zwi¹zanych

z przygotowaniem do trawienia. Widocznych jest kilkanaœcie peptydów uzyskanych

po strawieniu badanego bia³ka i niewiele pików o masie poni¿ej 1000 Da. Brak rów-

nie¿ drastycznej ró¿nicy miêdzy intensywnoœci¹ pików analizowanego bia³ka, a pi-

kiem pochodz¹cym z autotrawienia trypsyny (842 Da).

W niektórych przypadkach w³aœciwy dobór opisanych parametrów nie wystarczy

do identyfikacji bia³ek. Istnieje pula bia³ek œcian komórkowych o unikatowym wzor-

cu N-glikozylacji wykazuj¹cych powinowactwo do lektyny – aglutyniny z kie³ków

pszenicy. Wczeœniej wykazano, ¿e bia³ka te cechuj¹ siê wysok¹ odpornoœci¹ na tra-

wienie proteolityczne (39). W zwi¹zku z tym niemo¿liwa jest ich identyfikacja za-

równo metod¹ LC-MS/MS jak i metod¹ MALDI ToF. Dopiero denaturacja i deglikozy-

lacja enzymatyczna bia³ek przy u¿yciu rekombinowanej N-glikozydazy F, pozbawia

je odpornoœci proteolitycznej, dziêki czemu mo¿liwe staje siê trawienie trypsyn¹

i wykonanie analiz metodami spektrometrii mas (39).

Problematyczna jest równie¿ analiza i identyfikacja bia³ek z organizmów, któ-

rych genom nie zosta³ jeszcze poznany, np. z ³ubinu. Szczególnie dotyczy to meto-

dy MALDI ToF, gdy¿ ze wzglêdu na niemo¿noœæ sekwencjonowania peptydów, wyni-

ki uzyskiwane t¹ metod¹ s¹ niewystarczaj¹ce do identyfikacji bia³ek (39). Aby bia³ko
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zosta³o zidentyfikowane, jego sekwencja lub sekwencje bia³ek podobnych musz¹

byæ obecne w bazach danych. Jeœli nie zosta³o ono opisane i jego sekwencja nie

znajduje siê w bazach, programy, które na podstawie mapy peptydowej uzyskanej

metod¹ MALDI ToF przeprowadzaj¹ identyfikacjê, nie wska¿¹ odpowiedniego bia³-

ka, mimo uzyskania wiarygodnych widm masowych. Dla przyk³adu, wiele bia³ek

³ubinowych zidentyfikowano jedynie przy u¿yciu techniki LC-MS/MS, a wiêkszoœæ

z uzyskanych sekwencji przypisano do homologów z innych gatunków roœlin ponie-

wa¿ dla ³ubinu brak by³o jakichkolwiek anotacji (39).

Kolejnym istotnym elementem badañ proteomicznych s¹ analizy bioinformatycz-

ne uzyskanych wyników. W bazach danych istnieje bardzo wiele b³êdnych sekwencji

bia³ek. Wœród wspomnianych ju¿ ³ubinowych bia³ek œcian komórkowych (39) zna-

laz³y siê m.in. homologi dwóch esteraz pektynowych z Arabidopsis, metyloesterazy

pektyn z marchwi, i metyloesterazy pektynowej (Populus tremula x P. tremuloides). Po-

mimo wielokrotnie udokumentowanej lokalizacji tych enzymów w œcianach komór-

kowych (52,53), na podstawie analizy bioinformatycznej uzyskanych sekwencji nie

wykazano obecnoœci sekwencji kieruj¹cych na szlak sekrecyjny. Mo¿na zatem s¹-

dziæ, ¿e zdeponowane sekwencje w bazach danych s¹ niepe³ne lub b³êdne. Podob-

nie, w przypadku chitynazy klasy V z tytoniu uzyskano ma³o wiarygodne wyniki bio-

informatycznych poszukiwañ sekwencji sygna³owych (39). Program PSORT, który na

podstawie sekwencji dokonuje predykcji lokalizacji bia³ka, wykry³ w tym bia³ku se-

kwencjê kieruj¹c¹ do mitochondrium, natomiast program TargetP (o podobnej funk-

cji) nie znalaz³ ¿adnej sekwencji kieruj¹cej, czy to do mitochondriów, czy do chloro-

plastów, czy te¿ na szlak sekrecyjny. Chitynaza klasy V wykazuje aktywnoœæ prze-

ciwgrzybow¹ wobec kie³kuj¹cych spor Fusarium solani (54). Choæ aktywnoœæ enzyma-

tyczn¹ chitynazy obserwowano g³ównie wewn¹trz komórki, sygna³ pochodz¹cy od

tego bia³ka zaobserwowano tak¿e w ekstraktach bia³ek zewn¹trzkomórkowych. Pe-

roksydaza 2 odgrywa istotn¹ rolê w tworzeniu mostków dehydrodiferulowych lub

izodityrozynowych, a zatem wi¹zañ poprzecznych wzmacniaj¹cych œciany komórko-

we oraz w polimeryzacji lignin podczas tworzenia œcian wtórnych. Interesuj¹ce, ¿e

na podstawie analizy bioinformatycznej sekwencji tego bia³ka, nie wykazano obec-

noœci ¿adnego peptydu sygnalnego, choæ w bazie NCBI odnoœnikiem literaturowym

do sekwencji bia³ka AAO13838, a zatem zidentyfikowanej peroksydazy, jest publi-

kacja opisuj¹ca peroksydazê apoplastyczn¹ (55). Uzyskane wyniki mog¹ podwa¿aæ

wiarygodnoœæ algorytmów stosowanych w programach TargetP i PSORT, stosowa-

nych powszechnie do predykcji lokalizacji komórkowej. Równie¿ kryteria podane

przez Jamet i wsp. (56), niezbêdne do uznania danej sekwencji za bia³ko œcian ko-

mórkowych: obecnoœæ sekwencji sygnalnej, brak sekwencji KDEL i brak domen hy-

drofobowych, w obliczu uzyskanych wyników nie s¹ do koñca przekonuj¹ce.

Na zakoñczenie warto jeszcze wspomnieæ o jednej kwestii. Analizuj¹c bia³ka roœ-

lin nale¿y pamiêtaæ, ¿e peroksydazy œcian zachowuj¹ aktywnoœæ nawet po wieloeta-

powej metodzie ekstrakcji (rys. 5), a tak¿e po rozdziale elektroforetycznym w wa-

runkach denaturuj¹cych (39). Œwiadczy to o ich bardzo du¿ej trwa³oœci i zdolnoœci
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do renaturacji. St¹d w doœwiadczeniach, których etapem analitycznym jest immuno-

detekcja bia³ek roœlinnych z u¿yciem przeciwcia³ wtórnych nale¿y unikaæ stosowa-

nia przeciwcia³ sprzê¿onych z peroksydaz¹ chrzanow¹, a raczej stosowaæ koniugaty

z fosfataz¹ alkaliczn¹.

Podsumowuj¹c, analizy proteomiczne s¹ wbrew pozorom bardzo skomplikowa-

ne, a zaplecze tych analiz ma ogromny wp³yw na jakoœæ uzyskiwanych wyników.

Sprzêt o wysokich walorach technicznych nie gwarantuje sukcesu w identyfikacji

bia³ek, a optymalizacja przygotowania prób wymaga niezwyk³ej starannoœci na

wszystkich etapach analiz. Uzyskanie wiarygodnych wyników przy wykorzystaniu

zarówno spektrometru MALDI ToF jak i LC-MS/MS jest zale¿ne od bardzo wielu

czynników. Parametrami krytycznymi s¹: sposób przygotowania i oczyszczania bia-

³ek, wybór techniki barwienia ¿eli poliakryloamidowych, a tak¿e jakoœæ stosowa-

nych odczynników i materia³ów plastikowych.

Praca powsta³a w ramach realizacji projektów badawczych finansowanych przez Ministerstwo Nauki

i Szkolnictwa Wy¿szego: 3 P04C 011 22, 2 P04C 055 29, PBZ-MNiI-2/1/2005 i N N402 2098 33.
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