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1. Mintaelokészités

A kétdimenzios gél alapi vizsgalatok sikerességét nagymértékben befolyasolja a
az enzimatikus és kémiai modositasokat a fehérjék szerkezetében, eltavolitja a nukleinsavakat
és mas interferald molekulakat. Mivel a mintaelokészités nemcsak szovetenként, hanem
fajonként is eltérd, ezért mindig nagy gondot kell forditanunk arra, hogy megtaldljuk az
optimalis beallitasokat, melyek segitségével a késébbiekben a legtobb egyedi fehérjét tudjuk
elkiiloniteni a poliakrilamid géleken. A mintak el6készitésnél hasznalt detergensek, amfolitok,
¢rhetiink el a kétdimenzidos mintdzatban. A mintael6készités sordn hasznalt legfontosabb

vegyszerek az alabbiak:

Detergensek: szétszakitjdk a hidrofob kotéseket és novelik a fehérjék szolubilitasat. A
detergensek nem ionos vagy ikerionos vegyiiletek, igy a fehérjék szabadon migralhatnak a
sajat toltésiknek megfeleléen. Nem ionos példaul az octylglukozid, ikerionos példaul a 3-[(3-

kolamidopropil)-dimetilammoénium]-1-propanszulfonat (CHAPS).

Kaotropikus sok: az urea ¢és a thiourea a leggyakrabban hasznalt kaotrépikus so a
mintaelokészitésnél. Megbontjak a makromolekulak haromdimenzids szerkezetét, ezenkiviil a
thiourea segit oldatba vinni az egyébként nehezen oldhato fehérjéket. Az urea és a thiourea is
a hidrogénkotéseket bontja, akkor hasznaljak Oket, amikor a hidrogénkdtések nem kivant
aggregaciot vagy formaciot okoznanak a masoddimenzids strukturdban, ezzel befolyasolva a

fehérjék mobilitasat.

Amfolitok: segitik kiegyenstlyozni az elégtelen s6 koncentracidt a mintdkban. Az amfolitok
amfoter molekulak, savas és bazikus csoportokat is tartalmaznak. Stabilizaljak a pH gradienst

a fokuszalasnal.

Redukalo agensek: leggyakrabban hasznalt redukald 4gens a dithiothreitol (DTT), erdsen
redukalja a diszulfidko6téseket, a thiol csoportokat pedig redukalt allapotban tartja. K6zismert
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redukald agens még a tributilfoszfin (TBP), melyet nehéz kezelhetdsége miatt ritkabban

hasznalnak a laboratériumi gyakorlatban.

DeStreak reagens: csokkenti a nem specifikus oxidacios reakciokat a fehérjék kozott, emellett

vizszintes csikozottsagot, igy jelentésen novelve a reprodukalhatosigot. Altalaban DTT

helyett hasznaljak.

Sziikséges eszkozok:

Latexmentes keszty(i

1,5 ml-es csovek, 1,5 ml-es csotartd

Dorzsmozsar

Szike

Lapos spatula
Analitikai mérleg
Pipetta 0,2-10 pl
Pipetta 10-100 pul
Pipetta 20-200 pul
Pipetta 200-1000 pul
Pipettahegyek
Hegyledobd

Vortex

Cell Distruptor homogenizald
Centrifuga

Hité/fagyasztd
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Fehérjék izolalasa majszovetbol

Sziikséges vegyszerek, mintak:

proteaz inhibitor, urea, thiourea, CHAPS, DTT, ampholyte, dH,0, folyékony nitrogén, 500

mg csirkemaj

A munka menete:

A mintavételt kovetéen a maj darabkakat, azonnal folyékony nitrogénbe kell helyezniink, a
tovabbi tarolas -80 °C-on torténik. A folyékony nitrogén (-196 °C) megakadalyoz minden
enzimatikus folyamatot, melyek normal koriilmények kozott végbemennének a szovetben a
vagast kovetden. A proteomikai vizsgalatok sordn, kiilondsen nagy gondot kell forditanunk
arra, hogy a mintank a lehetd legrovidebb idén beliil folyékony nitrogénbe keriiljon, ezzel

megakadalyozva a fehérje bont6 enzimek (proteazok) aktivitasat.

1. A -80 °C-on tarolt mintab6él 500 mg-ot kimériink, dorzsmozsarban folyékony
nitrogénnel porra torjiik.

2. A homogenizalt mintab6l 100 mg-ot kimériink spatula segitségével egy eppendorf
cs6be, hozzaadunk 80 pl-t a 25X-6s proteaz inhibitorbol, majd 1 ml lizis puffert. A
lizis puffer 6sszetétele: 8,5 M urea, 2 M thiourea, 4 m/V% CHAPS, 60mM DTT, 0,2
VIV% 100X Bio-Lyte ampholyte. A lizis puffereket mar korabban elkészithetjiik, 1-1
ml-enként csovekbe osztjuk szét, tarolasuk -80 °C-on torténik. A mar egyszer
felolvasztott lizis puffereket nem fagyasztjuk vissza.

3. Egy orat szobahémérsékleten inkubaljuk a mintankat (kbzben gyakori vortexelést
igényel), ezt kovetden 10000 g-n 45 percig centrifugaljuk. A centrifugalast kovetden a
feliiliszot a lehetd leghamarabb at kell pipettaznunk egy steril csdbe, azért hogy a
csapadékban 1évo sejttormelék ne oldddjon vissza a tiszta fehérje oldatba. A feliiluszo

kozvetleniil hasznalhat6 a tovabbi gél-alapu vizsgalatokhoz.
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Fehérjék izolalasa husszovetbol

Sziikséges vegyszerek, mintak:

proteaz inhibitor, urea, thiourca, CHAPS, DTT, ampholyte, dH,O, folyékony nitrogén,

500 mg szarvasmarha izomszovet

A munka menete:

A mintavételt kdvetéen a his darabkakat, azonnal folyékony nitrogénbe kell helyezniink, a
tovabbi tarolas -80 °C-on torténik.
1. A -80 °C-on tarolt mintabél 500 mg-ot kimériink, doérzsmozsarban folyékony
nitrogénnel porra torjiik.
2. A homogenizalt mintabol 100 mg-ot kimériink spatula segitségével egy eppendorf
csébe, majd hozzaadunk 80 pl 25X-0s proteaz inhibitort, majd 1 ml lizis puffert. A
lizis puffer osszetétele: 8 M urea, 2 M thiourea, 2 m/\V% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2
VIV% 100X Bio-Lyte ampholyte
3. A csovek tartalmat 10 percig Cell Distruptor késziilékkel homogenizaljuk. Az eljaras
soran felmelegednek a mintdink, ezért célszerli a 2 perces homogenizalasi 1épések
kozé 1 perces jégben hiitést beiktatni. A lizélast kovetéen a mintakat 40 percig
inkubaljuk szobahémérsékleten (kdzben gyakori vortex), utana 10000 g-n
centrifugdljuk 45 percig. A felilliszo kozvetleniil hasznalhatd a tovabbi

vizsgalatokhoz.

Fehérjék izolalasa vérplazmabol

Sziikséges vegyszerek, mintak:
protedz inhibitor, urea, CHAPS, DTT, ampholyte, dH,0, 2-D Cleanup Kit (Bio-Rad), 50 ul

szarvasmarha vérplazma
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A munka menete:

A vérmintakat kozvetleniil a levétel utan, centrifugalassal szeparaljuk plazmara és alakos
elemekre, a plazmat egy steril cs6be pipettazzuk (proteaz inhibitort tartalmaz), majd azonnal

folyékony nitrogénbe helyezziik.

A vérplazma mintainkat 2-D Cleanup Kittel kell tisztitanunk, mivel a benne 1év6 sok, ionok,
lipidek zavarjak az izoelektromos fokuszalast. A Cleanup Kit-hez mellékelt hasznalati utasitas

instrukcidi alapjan végezziik el a tisztitast:

1. 500 pg fehérjének megfeleld térfogata vérplazmat pipettdzunk egy eppendorf csébe (a
fehérje koncentracio meghatarozasanak 1épéseit 1d. 2. fejezet), melyet dH,O-val 100
pl-re egészitlink ki.

2. 300 ul ,,precipitating agent 1”-et adunk a mintdnkhoz, majd vortexeljiik. Ugyeljiink
arra, hogy a pipetta hegyét ne érintsik a csében 1év0 mintdhoz, mert fehérje
veszteséget okozhat. 15 percig jégen inkubaljuk a mintat.

3. 300 ul ,,precipitating agent 2”-t adunk az elegyhez, majd vortexeljiik.

4. 13,000 x g-n 5 percig centrifugaljuk a mintankat. A centrifugélast kovetéen két fazis
alakul ki a csOben, a felsé vizes réteget egy pipetta segitségével eltavolitjuk, anélkiil,
hogy a heggyel az also fazist (csapadék) megzavarnank. A centrifugalasnal tigyeljink
arra, hogy a csdveket mindig azonos pozicioban tegyiik be a gépbe (pl. a kupakot nyito
fiil mindig befelé nézzen).

5. 40 ul wash reagent 1-et pipettazunk a csapadékra (vortex), majd ismét 5 percig
centrifugaljuk 13,000 x g-n. Pipetta segitségével eltavolitjuk a moso reagenst.

6. 25 ul dH,O-t pipettazunk a csapadékra, majd 10-20 masodpercig vortexeljiik.

7. 1 ml ,wash reagent 2”-t (melyet el6zdleg -20°C-on taroltunk legalabb egy orat) és 5 pl
,wash 2 additive”-t adunk a mintankhoz, majd 1 percig vortexeljiik.

8. -20°C-on 30 percig inkubaljuk a mintankat, kozben 10 percenként 30 masodpercig
vortexeljiik.

9. Az inkubaciot kovetden ismét 5 perc centrifugalas kovetkezik (13,000 x g), majd
eltavolitjuk a feliiluszot. Szobahdmérsékleten maximum 5 percig levegén szaritjuk a

csapadékot.
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10. 50 pl minta pufferben (8M urea, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2% 100X Bio-Lyte 3/10
ampholyte) felszuszpendaljuk a csapadékot, legalabb 30 masodpercig vortexeljiik.
Szobahdmérsékleten 5 percig inkubéljuk a mintat, majd ujra vortexeljiik.

11. 5 perc centrifugélast (13,000 x g) kovetden, a feliiliszo kozvetleniil alkalmas gél-alapt

proteomikai vizsgalatokhoz.
Fehérjék izolalasa tojasfehérje és sargaja mintakbol

Sziikséges vegyszerek, mintak:

urea, thiourea, CHAPS, DTT, ampholyte, dH,0, 30 ul tojasfehérje, tojassargaja
A tojasfehérjét és sargajat elvalasztjuk egymastol, majd a tojasfehérjét magneses keverdvel
homogenizaljuk, hogy csokkentsiik a viszkozitasat. A mintakat a tovabbi felhasznalasig

cryocsOvekben (proteaz inhibitort tartalmaz), -80°C-on taroljuk.

A munka menete:

A -80 °C-on tarolt mintakbol a tojasfehérje és sargaja esetében is 30 pl-t homogenizalunk 500
ul lizispufferben, melynek osszetétele: 2 M thiourea, 8,5 M urea, 4% CHAPS, 60 mM DTT,
0,2% 100X Bio-Lyte ampholyte. Egy orat jégen inkubaljuk a mintakat gyakori vortexelés
mellett, ezt kdvetden 15000 g-n 45 percig centrifugaljuk. A feliiluszot hasznaljuk a tovabbi

vizsgalatokhoz.

Fehérjék izolalasa tej mintakbol

Sziikséges vegyszerek, mintak:
PBS puffer, metanol, kloroform, urea, thiourea, CHAPS, DTT, Triton X 100, dH,0, 1,5 ml

tehénte;j
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A munka menete:

Az tejzsir MFG (milk fat globule) frakcidjanak vizsgélata bizonyos esetekben helyettesitheti
az invaziv togybiopsziat, ami kiemelten eldny0s egy nagy értékii tejeld allatnal. A tejmintat
proteom analizis el6tt frakcionalnunk kell a vizes fazis fehérjéire és MFG fehérjékre. Az
MFG fehérjék a tejzsircseppet koriilvevd membranburok fehérjéit és a zsircseppben 1évo

citoplazma fehérjéket jelentik, vagyis a tejzsirt kivalaszto sejt plazma és membran proteomjat.

1. 1,5 ml tejet 5000 g-n 15 percig centrifugalunk. A centrifugalas utan kialakulo felsé
fehér lipid réteget leszivjuk (ez a réteg tartalmazza az MFG-ket). 3-szor mossuk PBS-
sel, a mosasok utan 5000 g-n centrifugaljuk 15 percig, igy lesz lehetséges az MFG-k
elvalasztasa a moso, vizes fazistol.

2. A mintdbol el kell tavolitanunk a lipideket, metanol és kloroform segitségével:
0,1 ml fehérje minta + 0,2 ml metanol, centrifugalds 9000 g-n 10 masodpercig
+ 0,2 ml kloroform, centrifugdlas 9000 g-n 10  masodpercig
+ 0,3 ml dH,0, centrifugalas 9000 g-n 1 percig.

3. A kialakult felsd fazist eltavolitjuk, majd tovabbi 0,3 ml metanolt adunk a megmaradt
kloroform és a precipitalodot fehérjék rétegéhez, 2 percig centrifugaljuk 9000 g-n.
Centrifugélds utan a feliiluszot eltavolitjuk és a csapadékot szobahdmérsékleten
beszaritjuk.

4. A beszaritott csapadékot minta pufferben vessziik fel: 2 M thiourea, 7 M urea, 65 mM
DTT, 0,5% Triton X 100, 4% CHAPS.

5. Az igy eldkészitett mintat 1 6ran at szobahdmeérsekleten inkubaljuk, majd 2 percig

centrifugaljuk 10000 g-n. A feliiluszot -80 °C-on taroljuk a tovabbi felhasznalasig.
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2. Fehérje koncentracio meghatarozasa

A minta elOkészités soran nyert fehérje oldatok fehérje koncentracidjanak
meghatarozasara spektrofotométert alkalmazunk. A spektrofotometriai mérések az oldatok
fényelnyelésén alapulnak, a minta altal elnyelt fényt, a beesd és az ateresztett fényintenzitas
hanyadosaval jellemezziik.

A fehérje koncentracidé meghatirozasanak egyik legegyszerlibb moddja a Bradford-
modszer. A modszer 1ényege az, hogy a Bradford reagensben talalhatdé Coomassie Brilliant
Blue G-250 festék savas kozegben képes a fehérjékhez kotddni. A kotddést kdvetden a festék
abszorpcidés maximuma 465 nm-rél 595 nm-re tolédik. Szemmel lathaté valtozast is
tapasztalhatunk, ugyanis a Bradford reagens barnas szine a fehérje oldat hozzadasat

kovet6en kékre valtozik.

Sziikséges eszkozok:

e Latexmentes kesztyli

e 15 ml-es csovek, 1,5 ml-es csétartd
e Pipetta 0,2-10 pul

e Pipetta 10-100 pul

e Pipetta 200-1000 nul

e Pipettahegyek

e Hegyledobd

e Vortex

e Spektrofotométer

Sziikséges vegyszerek, mintak:

Bradford reagens, BSA standard, dH,O, spektrofotométer, eppendorf cs6, fehérje minta, a

mintanak megfeleld lizis puffer

10
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A munka menete:

1. Elsé 1épésként el kell késziteniink a kalibracios gorbe felvételéhez sziikséges

crcr

cyey

2

oldatokbdl, az utolsd csébe pedig 5 pl vizet, ez lesz a ,,vak”, mely nem tartalmaz
fehérjét.

2. A hus és méj mintdkbol szarmazé fehérje oldatokat koncentraciomérés eldtt ki kell
higitanunk, mert ezek rendszerint magas koncentracio értékekkel rendelkeznek,
melyek nem esnek bele az altalunk mérhetd tartomanyba. Ehhez a minta elékészités
soran alkalmazott lizis puffert hasznaljuk. 20-szoros higitas eléréséhez 95 pl lizis
pufferhez 5 pl fehérje mintat kell adnunk. A Cleanup Kit-tel tisztitott vérmintak
higitasa nem sziikséges. A mintdk szamaval megegyezd szamu eppendorf csobe 250
mintat adunk.

3. A spektrofotométerhez kapcsolt szamitogép programjai koziil kivalasztjuk az ND-
1000 elnevezésiit. A miiszer alkalmas DNS, RNS ¢és fehérje koncentracio
meghatarozasara is, igy eldszor kivalasztjuk a felajanlott opciok koziil a ,,Protein
Bradford” elnevezésii ikont. Ezt kovetden vizzel, majd a vakkal (0 pg/ml fehérje
koncentracié) kalibraljuk a berendezést. Ugyelniink kell arra, hogy buborékmentesen
vigyiik fel a mintat a megfeleld helyre.

4. Elséként a kalibracios oldatok abszorbancigjat mérjiik le (mindegyik oldatot

haromszor), melyekhez hozzarendeljiilk a koncentraci6d értékeket, igy jon létre a

crer

mintdk abszorbancidjanak mérését. Egy-egy mintat haromszor kell lemérniink, majd a
kapott értékek atlagat vessziik. A higitott mintdk esetén kapott koncentracid értékeket
még a higitds mértékével (ebben az esetben 20) meg kell szoroznunk, a kapott érték

lesz a mintank valos koncentracidja.

11
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3. Frakcionalas

A proteomikai vizsgalatoknal mindig komoly problémat jelent a mintak komplexitasa,
hiszen egy-egy szovettipus akar tobb ezer kiilonbozé fehérjét is tartalmazhat. Ezért is okoz
nehézséget, hogy megtalaljuk azokat a fehérjéket, melyek ténylegesen reagalnak az altalunk
elvégzett kezelésre. A mintdk elokészitése sordn ezt az Osszetettséget prefrakcionacioval
csokkenthetjlik, ezaltal novekedhet a detektdlhatdo fehérjék szdma. Szédmos frakcionalasi
modszer koziil vélaszthatunk, melyek alapjdul a fehérje molekulak kiilonb6z6 fizikai és
kémiai tulajdonsdgai szolgalnak, mint példaul a fehérjék oldhatosaga, sejten beliili

lokalizacioja, mérete, toltése, izoelektromos pontja.
ProteoMiner

Bizonyos mintatipusok esetén (tojas, tej, kiilonbozd italok, vérplazma) komoly
problémat okoz a nagy gyakorisdgu fehérjék jelenléte, ezek a fehérjek a gélképeken elfedhetik
a szamunkra nagyobb jelentdséggel biro kisebb gyakorisagu proteineket, ezért mindig nagy
kihivast jelent, hogy csokkentsiik ezeknek a fehérjéknek a gyakorisagat.

Ennek a problémanak a megoldéasara fejlesztették ki a kiilonbozé kombinatorikus
peptid ligand konyvtarakat. A kombinatorikus konyvtarakat nagyszamu, kismolekuldja
vegyliletekbdl 4llitjak eld. A proteomikédban éltaldban hexapeptid konyvtarakat alkalmaznak.
Ezek hat aminosavbdl allo oligopeptid ligandok kiilonb6z6 aminosav szekvencidkkal (nagy
diverzitas), melyeket attol fiiggden generdlnak, hogy a kis vagy a nagy gyakorisagl fehérjék
megkotését tlizték ki célul. Haromféle kombinatorikus peptid ligand konyvtarat hasznélnak a
gyakorlatban: hexapeptidek primer aminnal terminalva (kereskedelmi forgalomban:

ProteoMiner), hexapeptidek carboxyl csoporttal, hexapeptidek harmadlagos amin csoporttal.

Sziikséges eszkozok:

e Latexmentes kesztyli
e 1,5ml-es csovek, 1,5 ml-es csétartd

e Pipetta 0,2-10 pul
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e Pipetta 10-100 pl

e Pipetta 20-200 pl

e Pipetta 200-1000 ul
e Pipettahegyek

e Hegyledobo

e Vortex

e Centrifuga

Sziikséges vegyszerek, mintak:

dH,0, ProteoMiner Kit (Bio-Rad), 200 pl szarvasmarha vérplazma
A ProteoMiner Kit alkalmazasa soran a gyarto altal mellékelt hasznalati utasitas 1épéseit kell

kovetniink. A kit egy nagy diverzitasu gyongyokhoz kotott peptid ligand konyvtarat tartalmaz,
melyhez a kis ill. kdzepes gyakorisagban eléfordulo fehérjék kotddnek.

A munka menete:

1. Els6 1épésben eltavolitjuk az oszlopokat alul-feliil lezar6 tetéket, melyeket még a
késobbiekben hasznalni fogunk.

2. Az oszlopokat egy tetd nélkiili gylijtdcsObe helyezziik, majd 1 percig 1000 x g-n
centrifugaljuk, hogy a benne 1év0 folyadékot eltavolitsuk. A cs6 aljan Gsszegyiilt
folyadékot eltavolitjuk.

3. Az also tet6t visszahelyezziik az oszlopra, majd 200 pl ,,wash buffer”-t pipettazunk a
gyongyokre, a felso tetdt is visszatessziik.

4. 5 percen keresztiil 6vatosan fel-le forgatjuk az oszlopokat.

5. Eltavolitjuk az alsé tet6t, €s visszatessziik az oszlopot a gylijtécsObe, majd 1 percig
centrifugéljuk 1000 x g-n. A cs6 aljan 0sszegyiilt folyadékot eltavolitjuk.

6. A3, 4. ¢és5. 1épést megismételjiik.

7. Visszahelyezziik az also tetdt, az igy eldkészitett oszlop 20 pl gyongyot tartalmaz,

melyek alkalmasak a mintak megkotésére.
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8. 200 pl vérplazmat pipettazunk a gyongyokre, majd visszatessziik a felsd tetot és 2
oréan keresztiil inkubaljuk szobahdmérsékleten, egy razdogépen.

9. Eltavolitjuk az als6 tetdt, és visszatessziik az oszlopot a gylijtécsdbe, majd 1 percig
centrifugaljuk 1000 x g-n. A cs6 aljan 6sszegytilt folyadékot eltavolitjuk.

10. Visszahelyezziik az also tetét, majd 200 ul ,,wash buffer”-t pipettazunk a gyongyokre,
a felsd tetot is visszatessziik. 5 percig inkubaljuk az oszlopokat, mikézben néhényszor
megforgatjuk.

11. Eltavolitjuk az also tetdt, és visszatessziik az oszlopot a gyiijtdcsObe, majd 1 percig
centrifugaljuk 1000 x g-n. A cs6 aljan 6sszegytilt folyadékot eltavolitjuk.

12. A 10. és 11. 1épést kétszer megismételjiik.

13. Visszahelyezziik az also tetdt és 200 ul vizet pipettazunk a gyongyokre, majd a felsd
kupakot visszatessziik és néhanyszor megforgatjuk az oszlopokat.

14. Eltavolitjuk az alsé és felsd tetdt is, €s visszatessziik az oszlopot a gyiijtéecsdbe, majd 1
percig centrifugaljuk 1000 x g-n. A cs6 aljan 6sszegytilt folyadékot eltavolitjuk.

15. Az als6é kupakot visszatessziikk és 20 ul rehidratalt ,.elution reagent”-et adunk a
mintahoz és ratessziik a felsd kupakot. Ovatosan vortexeljiik 5 masodpercig.

16. Szobahdmérsékleten inkubaljuk a csoveket 15 percig, kozben néhanyszor dvatosan
vortexeljiik.

17. Eltavolitjuk a kupakokat és 0j gytijtécsovekbe helyezziik az oszlopokat majd 1 percig
centrifugdljuk 1000 x g-n. A csé aljan Osszegylilt folyadék tartalmazza az eludlt
fehérjéinket.

18. Ismételjiik meg a 15., 16. és 17. 1épést.

19. Az igy elokészitett fehérje oldat kozvetleniil alkalmas gél-alapi proteomikai

vizsgalatokhoz.
MiroRotofor
Az izoelektromos pont (pl) az a pH érték, amelynél a pozitiv és a negativ toltések
kiegyenlitik egymadst, azaz az aminosav neutralis viselkedést mutat elektromos térben. Az

izoelektromos pont alapjan torténd elvalasztas a kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézis

elsé dimenzidjat képezi, ez az izoelektromos fokuszalas.
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Az izoelektromos fokuszalas soran a fehérjéket egy mar eldre kialakitott pH gradiensii

vékony poliakrilamid gélben (strip) valasztjuk el az izoelektromos pontjuknak megfelelGen.

Lehetdségilink van azonban folyadék kdzegben is elvégezni ezt az izoelektromos fokuszalast

az un. MicroRotofor késziilek segitségével. A folyadék kozegben torténd elvalasztas

eredményeként létrejove frakciok konnyen begyljthetok, csoportosithatok ¢és akar ujra

frakcionalhatok mas modszerek segitségével. Kiilondsen alkalmas a nem-szolubilis fehérjék

vizsgalatara, illetve minden mas olyan fehérje esetén, melyek nehezen valaszthatok el a gél

alapt izoelektromos fokuszalassal.

Sziikséges eszkozok:

Latexmentes kesztyli
1,5 ml-es csovek, 1,5 ml-es csétartd
MicroRotofor késziilék
Viakuumcsapda
Tapegység

Pipetta 0,2-10 ul
Pipetta 10-100 ul
Pipetta 20-200 ul
Pipetta 200-1000 pl
Pipettahegyek
Hegyledobo

Vortex

Sziikséges vegyszerek, mintak:

dH,0, H3PO,4, NaOH, dH,0, urea, thiourea, CHAPS, glycerol, 3-10 ampholyte, tisztitott

fehérje minta
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A munka menete:

1. Az ioncseréld membranokat egy egész ¢jszakan at a megfeleld elektrolit oldatban kell
ekvilibralnunk. Az an6d membrant 0,1 M H3PO,, mig a katéd membrant 0,1 M NaOH
oldatban.

2. Az ioncseréld membranokat felhasznalas el6tt desztillalt vizzel mossuk, majd egy
csipesz segitségével a fokuszald kamra két végére helyezziik, majd magukat az
elektrodokat és az elektrolit tartalyokat is racsavarjuk a kamrara.

3. Ugyeljiink arra, hogy a minta feltdltésére szolgdlé lyukak egy vonalba keriiljenek az
elektrod tartalyokon talalhato lyukakkal. Az ellentétes oldalon talalhato lyuksor a mar
fokuszalt mintak kinyerésére szolgal, ezért a mintafeltoltés elott ragasztoszalaggal le
kell ragasztanunk.

4. A mintankbol 3 mg fehérjének megfeleld térfogati oldatot kimériink egy centrifuga
cs6be, majd hozzaadunk 150 pl pH 3-10 ampholyte-ot és 2,5 ml puffert (7 M urea, 2
M thiourea, 2 m/v% CHAPS, 10 v/v% glycerol).

5. Az igy el6készitett mintat egy fecskendd segitségével a fokuszaldo kamran talalhatod
kozépsd lyukon keresztiil lassan, buborékmentesen betdltjiik a kamraba, majd szarazra
toroljiik és leragasztjuk a mintafeltoltd lyukakat.

6. A jeloléseknek megfelelden (anod - piros; katdd — fekete) elhelyezziik a fokuszalod
kamrat a hiité blokkban és egy fecskendd segitségével feltoltjiik az elektrolit
tartalyokat. Az anddhoz tartozot 6 ml 0,1 M H3PO,, mig a katodhoz tartozot 6 ml 0,1
M NaOH oldattal.

7. Csatlakoztatjuk a berendezést a tapegységhez, a hiité blokkot 20 °C-ra allitjuk. A
futtatas kondicioi: 150 V - 10 min, 200 V — 10 min, 300 V — 60 min, az aramerdsséget
20 mA-ben, mig a teljesitményt 2 W-ban limitaljuk.

8. Az elektroforézist kdvetden egy vakuumcsapdat kell kapcsolnunk a MicroRotoforhoz,
mely segitségével tulajdonképpen kiszippantjuk az egyes frakciokat a fokuszalod
kamrabol. A 10 frakci6 egy tizcsatornas talcaba keriil, mely a mintdk tarolasara is
alkalmas (-80 °C). Az igy nyert frakciokat tovabb szeparalhatjuk molekulatomeg

szerint egydimenzios poliakrilamid gélelektroforézis segitségével.
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Molekulatomeg szerinti frakcionalas

A proteomikai vizsgalatok soran el6fordulhat, hogy csak bizonyos molekulatomeg
tartomanyba tartoz6 fehérjékkel szeretnénk dolgozni. Ebben az esetben a centrifugalis sziirok
segitségével gyors és hatékony frakcionalast végezhetiink. A laboratoriumi gyakorlatban
altalaban 3.000 ¢és 100.000 Da kozotti molekulatomeg limittel rendelkezd filterek
vasarolhatok. Egy 100 kDa-os sziird esetén példaul, a 100 kDa-nél nagyobb méretti fehérjék
fennmaradnak a filteren (ezeket visszaoldhatjuk), mig a kisebb molekulatomegii proteinek az
atfolyoba keriilnek. A frakcionalas hatékonysagat egy- ill. kétdimenzios gélelektroforézissel

ellendrizhetjiik.

Sziikséges eszkozok:

e Latexmentes kesztyii

e 1,5 ml-es csovek, 1,5 ml-es csétartd

e 100 kDa, 50 kDa, 30 kDa mérettartomanyu szeparal6 sziird
e Pipetta 200-1000 pl

e Pipettahegyek

e Hegyledobo

e Vortex

e Centrifuga

Sziikséges vegyszerek, mintak:

tisztitott, higitott fehérje minta (1 mg/ml)
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A munka menete:

1. Harom kiilonb6z6 mérettartomanyu filtert alkalmazunk: 100 kDa, 50 kDa ¢s 30 kDa.
Ennek az az oka, hogy a kisebb méretli sziirok hasznalata eldtt célszeri a mintat a 100
kDa —os filteren atengedni ¢és a filtratumot tovabb vinni.

2. 1 ml (1 mg/ml) mintat pipettazunk a 100 kDa-os centrifugalis szlirére, melyet 700 g-n
30 percig centrifugalunk.

3. Az atfolyd fehérje oldatot az 50 és a 30 kDa-0s fehérje szeparalod sziirre vissziik
tovabb, majd 10000g-n 30 percig centrifugaljuk (a gyarto utasitasa szerint).

4. A frakciondlds hatékonysagat egy- ill. kétdimenzidos gélelektroforézissel

ellendrizhetjiik.

18



1,{) DEBRECENI EGYETEM SZECHENYI TERV
f

4. Kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézis (2D-PAGE)

A gél alapi proteomikai vizsgéalatok soran leggyakrabban hasznalt modszer a
kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézis. Az elektroforézis széleskorti alkalmazhatdsaga
¢s nagy felbontoképessége miatt az egyik leggyakrabban hasznalt technika a fehérjék

elvalasztasara.

A fehérjék elsé dimenzidban torténd elvalasztasa az izoelektromos pontjuk alapjan
torténik, az izoelektromos fokuszald berendezés segitségével. Az izoelektromos pont (pl) az a
pH érték, amelynél a pozitiv és a negativ toltések kiegyenlitik egymast, azaz az aminosav
neutralis viselkedést mutat elektromos térben. A legtobb fehérje izoelektromos pontja pH 3-
12 tartomédnyba esik. Amikor a fehérjéket olyan kozegbe helyezziik, ahol el6zdleg mar
kialakitottunk egy pH gradienst, akkor elektromos aram hatasara vandorolni kezdenek ebben
a gradiensben és ekdzben vagy protonokat vesznek fel vagy protonokat adnak le. Végiil

elérnek egy olyan pontot a pH gradiensben, mely megegyezik az izoelektromos pontjukkal.

A laboratoriumi gyakorlatban mara mar széleskorben elterjedt az in. immobilizalt pH
gradiensek (IPG) hasznalata, melyek felvaltottak a korabban hasznalt un. csd géleket (amfolit
alapti gradiensek). Ezekben a vékony poliakrilamid gél csikokban (stripek) egy mar elére
kialakitott pH gradins talalhat6 (kovalensen beépitve az akrilamid matrixaba). Az IPG stripek
kiilonb6zé méretben és pH tartomanyban beszerezhetdk, illetve a pH gradines linearitasdban
is (linearis, nem lineéaris) eltérhetnek egymast6l. Haszndlatuk soran, elsé 1épésben
rehidratalnunk kell a gélcsikokat, hogy elérjék eredeti vastagsagukat. Ez torténhet aktiv
(alacsony fesziiltség hasznalataval) vagy passziv (csak a fehérjék abszorpcigjat kihasznalva)
modon valamilyen rehidratalo oldattal.

A fokuszalt fehérjék szolubilizalasdhoz és a natrium-dodecil szulfat (SDS) burok
kialakitasahoz elengedhetelen, hogy a molekulatomeg szerinti elvalasztast megel6zéen SDS-
tartalmt pufferekben ekvilibraljuk a fehérjéket. Az SDS egy anionikus detergens, mely
elmaszkirozza az egyes fehérjék valdodi toltését és egységes negativ toltést ad nekik, igy azok
csak a molekulasulyuk alapjan kiilonboznek egymastol. Az ekvilibralas 1€pésben torténik meg

a cisztein oldallancok redukalasa és alkildlasa is. A cisztein oldallancok szulthidril
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csoportjanak redukaldsa egy DTT tartalmu pufferben jatszodik le (ekvilibralé puffer 1.), majd
a mar redukalt csoportok alkilalasat végezziik el egy iodoacetamidot tartalmazd puffer
segitségével (ekvilibral6 puffer I1.).

Az igy elokészitett fehérjék mar alkalmasak arra, hogy molekulatomeg szerint
helyezziik el a masodik dimenzids elvéalasztast biztositdé poliakrilamid gélek tetején. Az
agar6z gél biztositja, hogy a fehérjék akadalytalanul tudjanak vandorolni a stripbdl az SDS-
tartalmu poliakrilamid gélbe.

A masodik dimenzidban az elvalasztas egy SDS tartalm( poliakrilamid gélben
torténik. A mar el6zéleg a pl alapjan elkiilonitett fehérjéket tovabb szeparaljuk a
molekulastlyuk (MW) alapjan. Az SDS-sel burkolt fehérjék negativ toltésiiek, igy a
poliakrilamid gél porusainak szlird hatdsara méret szerint elkiilonithetdek egymastol. A
poliakrilamid gélek poérus méretét a gélben taldlhatdé akrilamid és biszakrilamid (N,N'-
metilén-biszakrilamid) koncentracidja (%T) hatdrozza meg. Az akrilamid vizes kozegben
képes a polimerizaciora, amely soran kiilonféle méretli linedris poliakrilamid-szalak
keletkeznek. A biszakrilamid szolgél keresztkotd reagensként, mely képes Osszekapcsolni a
poliakrilamid-szalakat. Az akrilamid polimerizaciojanak és a keresztkotések kialakulasanak
sebességét a szabadgyokok jelenléte megndveli, ezért alkalmaznak a gélek készitése soran
szabadgyok képzd ammonium-perszulfaltot (APS) és a szabadgyokoket stabilizalo

tetrametilén-diamint (TEMED).

Els6 dimenzio - Izoelektromos fokuszalas

Sziikséges eszkozok:

e Latexmentes kesztyii

e 1,5 ml-es csovek, 1,5 ml-es csétartd
e Protean IEF Cell

¢ Rechidratalo talca

e Fokuszalo talca
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Sziikséges vegyszerek, mintak:

DEBRECENI EGYETEM

Csipesz

Pipetta 2-20 pul
Pipetta 20-200 pul
Pipettahegyek
Hegyledobo

Vortex

SZECHENYI TERV

dH,0, urea, thiourea, CHAPS, DTT, DeStreak reagens, Bio-Lyte 4/6 és 6/8-as ampholyt,

bromfenolkék, asvanyi olaj, sziirépapir, pH 5-8 IPG strip, tisztitott fehérje minta

A munka menete:

Az els6 dimenzidban a fehérjéket izoelektromos pontjuk alapjan valasztjuk el Protean IEF

Cell (Bio-Rad) izoelektromos fokuszald berendezés segitségével. 7 cm-es pH 5-8-as IPG

stripeket hasznalunk a fokuszalashoz.

1. Mintatipusonként eltéré mennyiségii fehérjét visziink fel a stripekre:

Mintatipus

Maj

Hus

Tej

Tojas

Fehérje mennyiség

150 ng

300 pg

200 pg

200 pg

2. A fehérje mintadkhoz rehidratalo puffert kell adnunk, melynek Osszetétele szintén

3.

4.

mintatipus fliggd. A teljes rehidratalasi térfogat 125 pl.

A hus és a tej mintakhoz sziikséges rehidratalé puffer: 8 M urea, 2 M thiourea, 2
m/VV% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2 V/V% Bio-Lyte 4/6 és 6/8-as ampholyt 1:2

aranyban, 0,002 m/V% bromfenolkék.

A maj és a tojas mintakhoz sziikséges rehidratalé puffer: 8 M urea, 2 M thiourea, 2
m/V% CHAPS, 15 mg/ml DeStreak reagens, 0,2 V/V% Bio-Lyte 4/6 és 6/8-as
ampholyt 1:2 aranyban, 0,002 m/V% bromfenolkék. A rehidratalé puffereket mar
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korabban elkészithetjitk, 1-1 ml-enként csovekbe osztjuk szét, tarolasuk -80 °C-on
torténik. A mar egyszer felolvasztott lizis puffereket nem fagyasztjuk vissza.

5. A megfelelé rehidratalé pufferben felvett mintdkat a rehidratald tdlca csatornaiba
pipettazzuk, ligyelve arra, hogy a csatorna két végén 1év6 1-1 cm-es részre mar ne
keriiljon a mintabdl, illetve a csatornak belsd faldhoz érintjlik a pipetta hegyet és igy
oszlatjuk el a mintat. A stripekrdl eltavolitjuk a millanyag védofoliat a csipesz
segitségével ¢€s a géles oldalaval lefelé rahelyezziik a mintara, ligyelve arra, hogy ne
keriiljon buborék a gél és a minta kozé. A stripeket csak a csipesszel fogjuk meg a két

végiikon talalhaté milanyag résznél, igy nem sértjiik meg a gél feliiletét.

=

-
| T—
-

1. kép: Az IPG stripek rehidratalasanak 1épései
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2. kép: Az izoelektromos fokuszélashoz sziikséges csipeszek, rehidratalo és fokuszalo talcak

6. Fél ora elteltével a stripeket asvanyi olajjal fedjik le, ezzel megakadalyozva a
parolgast. A stripek rehidratalasa kb. 12-16 orat vesz igénybe.

7. A rehidratalast kovetden a mintakat at kell helyezniink a fokuszalo talcaba. E16szor kis
szlirépapir szeletekkel lefedjiik a fokuszalo talcan talalhaté elektrodokat, erre azért van
sziikség, hogy Osszegylijtsék a mintdban talalhatd sokat és egyéb zavard anyagokat.
Mindegyik papirra 8 ul dH,O-t pipettazunk, lecsdpogtetjiik a stripekrdl az olajat, majd
a csatorndkba helyezzilk azokat géles oldalukkal lefelé. Ujra 4svanyi olajat
pipettdzunk a stripek felszinére és a fokuszalo talca tetejének rahelyezését kdvetden a
talcat betessziik az izoelektromos fokuszaldba.

8. Az izoelektromos fokuszalas kondicioi:

1. Iépés -250 V 15 perc (linedris fesziltség emelkedés)
2. lépés -4000 V 2,5 ora (linearis fesziiltség emelkedés)
3. 1épés -4000 V 20000 Vh (gyors fesziiltség emelkedés )

9. A fokuszalast kovetden a mintakrol lecsopdgtetjiik az olajat, majd géles oldalukkal

felfelé attesszilk egy rehidratald talcara, ezt kovetden lefagyaszthatjuk, vagy

kozvetleniil vihetjiik tovabb a stripeket a masodik dimenziora.
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Ekvilibralas

Sziikséges eszkozok:

e [atexmentes kesztyli
¢ Rehidratal¢ talca

e Csipesz

e Horizontélis razogép
e Pipetta 200-1000 ul
e Pipettahegyek

e Hegyledobo

e \ortex

Sziikséges vegyszerek, mintak:

dH,0, urea,, tris, DTT, iodoacetamid, glicerol, fokuszalt IPG strip

A munka menete:

1. A fokuszalt stripeket a masodik dimenzids elvalasztas el6tt ekvilibraljuk. Az IPG
stripeket 10 percig inkubaljuk az ekvilibralo 1. oldatban (6 M urea, 2 m/VV% SDS, 0,05
M Tris/HCI pH 8,8, 20 V/V% glicerol, 2 m/V% DTT). Az inkubalast kdvetden,
Ovatosan Ontjiik le a stripekrdl az oldatot, nehogy kicsusszanak a talcabol.

2. Ezt kovetden 10 percig az ekvilibralo II. oldatban (6 M urea, 2 m/V% SDS, 0,05 M
Tris/HCI pH 8,8, 20 V/VV% glicerol, 2,5 V/V% iodoacetamide) inkubaljuk a mintakat.

3. Az ekvilibraldo puffereket mar korabban elkészithetjik, 2-2 ml-enként csdvekbe
osztjuk szét, tarolasuk -80 ‘C-on torténik. Felhasznalds eldtt addig vortexeljiik, mig
teljesen viztiszta lesz az oldat. A mar egyszer felolvasztott ekvilibrald puffereket nem

fagyasztjuk vissza.
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4. Az ekvilibralast rendszerint akkor végezziik el, amikor a maésodik dimenzidhoz

sziikséges gélek mar polimerizalodtak, hiszen az ekvilibralast kovetden azonnal el kell

inditanunk az elektroforézist.

Masodik dimenzioé - SDS-PAGE

Sziikséges eszkozok:

Latexmentes keszty(i
Csipesz

Uveglapok

Gélonto allvany
Magneses keverd
Magnes

Uvegpohér

Analitikai mérleg

500 ml-es méréhenger
Elektroforézis késziilék (Cleaver Scientific)
Tapegység (Bio-Rad)
Pipetta 0,2-10 pl
Pipetta 10-100 pl
Pipetta 200-1000 pl
Pipetta 1-5 ml
Pipettahegyek

Hegyledobo
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Sziikséges vegyszerek, mintak:

dH,O, poliakrilamid, SDS, TEMED, ammoénium-perszulfat, tris, glicin, agaroz,
bromfenolkék, ekvilibralt IPG strip

A munka menete:

1. Ellendrizziik, hogy a gélontéshez hasznalt iiveglapok megfeleld tisztasaguak-e,
amennyiben nem, mosdszeres vizzel, majd desztillalt vizzel mossuk azokat.

2. Osszeillesztiink egy rovidebb és egy tavtartokkal ellatott, nagyobb iiveglapot, majd
behelyezziik a két lapot a gélontd allvanyba, gy hogy a rovidebb az allvany belseje
felé nézzen. A masik oldalon is ugyanigy elhelyeziink két tiveglapot, majd az egész
szerkezetet a gumipadra szoritjuk két kar segitségével.

3. Egy 50 ml-es tivegpoharban 6sszeallitjuk a gélhez sziikséges oldatot:

Az SDS poliakrilamid gél 6sszetétele (13%), 1 gélre:

dH,0 3,4ml
40 m/V% akrilamid/ biszakrilamid (37,5:1) 2,6 ml
1,5M Tris pH 8,8 2,0ml
10 m/V% SDS 80 ul
10 m/V% ammonium perszulfat 75 pl
TEMED 7,5 ul

4. Az akrilamid veszélyes reagens, sulyos idegrendszeri karosodast okoz, ezért a gélek
készitésekor kiilonos koriiltekintéssel dolgozzunk vele.

5. Az ammoénium perszulfat oldatot mindig frissen kell elkésziteni, felhasznélds el6tt
maximum 5 perccel. Ehhez egy eppendorf csébe kimériink 10 mg ammoénium
perszulfat port, melyhez 100 pl dH,O-t adunk, majd alaposan vortexeljik. A
reagenseket a fentebb leirt sorrendben mérjiik 6ssze, kozben lassan kevertetjiik egy
magneses keverdn. A TEMED hozzdadésat kdvetden az oldatot a két liveglap kozé
pipettazzuk, Ggy hogy a folyadék szintje kb. 1,5 cm-re legyen a kisebb iiveglap

tetejétol. Vizzel telitett izopropanolt rétegezzilink a gél tetejére.
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3. kép: Gélontés

6. A gél polimerizacios ideje kb. 15-20 perc.

7. Elkészitjiik az elketroforézishez sziikséges futtatdo puffert: 10X Tris — Glicin — SDS
puffert kihigitunk 1X-re, ehhez 50 ml 10X-es puffert 450 ml vizzel kihigitunk egy
mérdhengerben.

8. A gélek megszilardulasat kovetden az ekvilibralt stripeket egy csipesz segitségével
belemeritjilk a kihigitott futtatd pufferbe, ezzel lemosva az ekvilibralé puffert. A
stripeket 0,5%-o0s agar6z oldat és egy csipesz segitségével (0,5 g agardzt 100 ml 1X
TGS pufferben oldunk fel, melyet bromfenolkékkel szineziink) elhelyezziik az SDS
gélek tetején. Ehhez el6szor a mikrohulldmu siitében felolvasztott agardz oldatot a gél
tetejére pipettazuk, majd a csipesszel rahelyezziik a strippet a nagyobb iiveglapra, ugy
hogy a géles oldala nézzen felfelé. Innen O6vatosan beletoljuk a stripet az agardzba,
amig el nem éri a gél felszinét. Ugyeljiink arra, hogy ne sértsiik meg a strip géles
oldalat a csipesszel, illetve arra is, hogy a strip és az SDS tartalmu gél kozott ne

legyenek levegd buborékok.
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m !

4. kép: Agaroz gél felvitele 5. kép: Strip elhelyezése

9. Az agardz 1-2 perc alatt megszilardul. A géleket visszatessziik a gélontd allvanyba,
mely tulajdonképpen maga az elektroforézis késziilék és az egészet behelyezziik a
kialakitott bels6 puffer tartalyt felontjiik a futtatd pufferrel, ugy hogy atfolyjon a kiilsé
puffer tartalyba is.

10. A futtatokadat csatlakoztatjuk a tapegységhez. Az elsé 10 percben 80 V-on futtatjuk a
mintakat, majd felemeljiik a fesziiltséget 160 V-ra. Az elektroforézist mindaddig
végezzik, mig az agardz gélbol szarmazo jelzo festék (bromfenolkék) el nem éri a gél
aljat.

11. A futtatdst kovetden az liveglapokat dvatosan elvalasztjuk egymastol és a géleket
vizzel teli festdedénybe helyezziik, majd az alkalmazni kivant festési eljaras

protokolljat kovetjiik.
A futtatas soran felmeriilé problémak

A kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézis metodika célja, hogy minél tobb
egyedi fehérje foltot kiilonithesslink el a géleken. A modszer Osszetettsége miatt szdmos
probléma meriilhet fel a mintaeldkészités és a futtatas soran, mely a géleken lathat6 fehérje
mintazatban okoz zavart. Az aldbbiakban néhdny olyan gélkép keriil bemutatasra, melyek

mintdzata alapjan egyértelmiien kideriil, hogy mi volt a probléma az elvalasztas soran.
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1. gélkép

Tul nagy fehérjemennyiség a gélen (1. gélkép). Minden mintatipus esetén tesztelni kell az
elvalasztashoz sziikséges idealis fehérje mennyiséget. Ez fiigg a gél méretétdl ill. a festés
modjatol is. A tal nagy fehérjemennyiség miatt a gélkép egyes régidiban nem lehet egyedi

foltokat megkiilonbdztetni, ezéltal lehetetlenné valik a fehérje mintazat szoftveres analizise.

a2

Az els6 dimenzios izoelektromos fokuszalas optimalizalasa sziikséges (2. gélkép). A legtobb
foltnal egy vizszintes csik figyelhetd meg a gélképen. Az izoelektromos fokuszalas idealis
id6tartamat kell beallitanunk ebben az esetben. Kiilonbségek figyelheték meg az egy ill. tobb
1épéses fokuszalas kozott azonos Vh értekek mellett is. A tobblépéses fokuszalas soran az elsd

Iépésben egy alacsony fesziiltség értéket haszndlunk (250 V) és csak ezutan kezdjiik
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linearisan ndvelni, majd csak a harmadik Iépésben keriil sor gyors fesziiltség emelésre.
Valészinlileg ez a kezdeti alacsony fesziiltség segit a fehérjéknek, hogy megkezdjék
migraciojukat a gélben a sajat izoelektromos pontjuk felé. Ezzel ellentétben az egylépéses

fokuszalas gyorsan emelkedd fesziiltsége nem kedvez minden mintatipusnak.

3. gélkép

'. f‘% iwalp

.h".“ | |~ ' 1
l ] ' :
# nl /

1 L

A gélképen lathato probléma (a spotok fiiggdleges iranyban megnyultak, 3. gélkép) hatterében
tobb kiilonbozd tényezd is allhat. Leggyakrabban a nem megfeleld ekvilibralas okozza a
gondot, ilyenkor célszerli 15 percre emelni az ekvilibralas idétartamat. Az ekvilibralashoz
hasznalt régi DTT és/vagy iodoacetamid reagens is vezethet ilyen mintazathoz. Ebben az
esetben friss ekvilibralo puffert kell késziteniink 1) reagensekbdl. Néha eléfordul, hogy az
elektroforézis egység felso puffertartalya ereszt, futtatas kozben a puffer egy része elfolyik, ez
a jelenség is okozhatja ezt a fliggdleges irdnyl megnyulast. Az iiveglapokat Kkicsit
megnedvesithetjiik, miel6tt betessziik az elektroforézis egységbe, igy jobb tapadast érhetiink

el, ami megakadalyozza az eresztést.
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Az els6 dimenzidban hasznalt IPG strip megsériilt (4. gélkép). Amikor az SDS tartalmu
poliakrilamid gélekre helyezziik az IPG stripeket, akkor egy csipesz segitségével toljuk a
stripet a megfeleld pozicioba. Ilyenkor nagy koriiltekintéssel kell eljarnunk, ugyanis a stripek
mar tartalmazzak a fokuszalt fehérjéket és a csipesszel konnyedén megsérthetjiik a vékony gél

feluletet.

A hullamos mintazatot a masodik dimenzios SDS gél feliiletének egyenetlensége okozza (5.
gélkép). A gélontést kovetden rétegezziink vizzel telitett izopropanolt a gélek tetejére, igy egy

tiszta, egyenes feliiletet hozhatunk létre.
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5. Egydimenzio6s poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

Az egydimenzios poliakrilamid gélelektroforézis soran molekulasuly szerint
valaszthatjuk el a fehérjéket. Az elektroforézis elétt a mintdkat SDS-sel kell forralni, ezaltal
egységes negativ toltést kapnak a fehérjék, igy a poliakrilamid gél porusainak sziiré hatasara

méret szerint elkiilonithetdek egymastol.

Sziikséges eszkozok:

e Latexmentes kesztyii
e Uveglapok

e Gélonto allvany

e Migneses keverd

e Magnes

e Uvegpohar

e Analitikai mérleg

e Vizfiirdé

e 500 ml-es méréhenger
e Elektroforézis késziilék (Cleaver Scientific)
e Tapegység (Bio-Rad)
e Pipetta 0,2-10 pul

e Pipetta 10-100 pl

e Pipetta 200-1000 pl

e Pipetta 1-5 ml

o Pipettahegyek

e Hegyledobo
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Sziikséges vegyszerek, mintak:

dH0, poliakrilamid, SDS, TEMED, ammoénium-perszulfat, tris, urea, DTT, glicerol, glicin,

bromfenolkék, tisztitott fehérje minta

A munka menete:

Az egydimenzios poliakrilamid gélelektroforézis soran molekulasuly szerint valaszthatjuk el a
fehérjéket. Az elektroforézis elott a mintakat SDS-sel kell forralni, ezaltal egységes negativ

toltést kapnak a fehérjék, igy mar csak a molekulasulyukban kiilonbéznek egymastol.

1. Ellendrizziik, hogy a gélontéshez hasznalt iiveglapok megfeleld tisztasaguak-e,
amennyiben nem, mososzeres vizzel, majd desztillalt vizzel mossuk azokat.

2. Osszeillesztiink egy rovidebb és egy tavtartokkal ellatott {iveglapot, majd behelyezziik
a két lapot a gélontd allvanyba, ugy hogy a rovidebb az allvany belseje felé nézzen. A
masik oldalon is ugyanigy elhelyeziink két {iveglapot, majd az egész szerkezetet a
gumipadra szoritjuk két kar segitségével.

3. Egy 50 ml-es iivegpoharban Osszeallitjuk az elvalaszto gélhez sziikséges oldatot,
melynek Osszetételét az 1. tablazatban lathatjuk. (Az akrilamid veszélyes reagens,
sulyos idegrendszeri karosodast okoz, ezért a gélek készitésekor kiilonos
kortiltekintéssel dolgozzunk vele.) Az 0sszemért reagenseket lassan kevertetjiik egy
magneses keverdn. A kész oldatot a két iliveglap kozé pipettazzuk, ugy hogy a
folyadék szintje kb. 2 cm-re legyen a kisebb iiveglap tetejétol.

4. Az elvalaszto gél polimerizacios ideje kb. 15-20 perc. Ezalatt elkészitjiik a gyiijté gélt
(1. tablazat), melyet az elvalasztod gél megszilardulasat kovetden rapipettazunk erre az
als6 gélre és rogton a két liveglap kozé helyeziink egy fésiit, mely a minta felvitelére
szolgald zsebeket alakitja ki. A fést elhelyezésekor kiilondsen figyelniink kell, hogy
ne legyenek levegébuborékok a gél felszinén.

5. A fehérje mintakbol mintatipustdl fliggéen 10-30 pg fehérjét visziink fel a gélre,
melyekhez 1:2 aranyban adunk SDS tartalmt puffert (10% SDS, 10 mM DTT, 20%
glycerol, 0,2 M pH 6,8 Tris HCI, 8 M urea, bromfenolkék). Az igy elokészitett fehérje
mintakat 5 percig 95 °C-os vizflirddben inkubaljuk.
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6. Az elektroforézishez sziikséges futtatdo puffert egy 0,25 M Tris; 1,92 M Glicin; 1%
SDS 6sszetételli pufferbdl tizszeres higitassal allitjuk eld. 50 ml tdmény pufferhez 450
ml dH,O-t adunk, ez az 500 ml egy futtatokad (2 gél) feltoltéséhez elegendo.

7. A gélontd allvanyt behelyezziik a futtatokadba, ligyelve az anod ¢és katod megfeleld
pufferrel, ugy hogy atfolyjon a kiils6 puffer tartalyba is.

8. A mintakat ill. egy molekulasuly markert (5 ul) pipettaval betoltiink a zsebekbe.

9. Az elsé 10 percben 80 V-on futtatjuk a mintakat, majd felemeljiik a fesziiltséget 160
V-ra. Az elektroforézist mindaddig végezziik, mig a jelzd festék (bromfenolkék) el

nem éri a gél aljat.

1. tablazat: A gyiijt6 és az elvalasztd gél osszetétele (egy gélre elegendd mennyiség)

Gyiijto gél Elvalaszto gél
desztillalt H,O 2,25 ml desztillalt H,O 3,34 ml
40% Akrilamid 350 pl 40% Akrilamid 2,58 ml
0,5 M Tris (pH 6,8) 0,875 ml 1,5 M Tris (pH 8,8) 2ml
10% SDS 35 pl 10% SDS 80 pl
10% Ammonium-persulfate 30 wl 10% Ammonium-persulfate 75 ul
TEMED 3,5 ul TEMED 7,5ul
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6. Kétdimenzids differencialé gélelektroforézis (2D-DIGE)

Az egyik legmodernebb gél-alapt eljaras a fehérjék jelolésére és elvalasztasara a

kétdimenzios differencialo gélelektroforézis (Two Dimensional - Difference In Gel
Electrophoresis, 2D-DIGE).

Ennél a modszernél a mintaban 1évo fehérjéket mar a kétdimenzios elvalasztas eldtt

megjeldljiik fluoreszcens festékekkel (Cyanine2, Cyanine3, Cyanine5). Kiilon jelolést kap a

kontroll és a kezelt csoport, valamint a belsd standard, melyet a kisérletben szerepld Osszes

minta elegyébdl hozunk 1étre. Igy valik lehetségessé, hogy egy gélben fut a kontroll és a

kezelt csoport mintdja, valamint a belsé standard is. Ezek a fluoreszcens festékek mas-mas

hullamhosszon gerjeszthetdk, melyek nem fednek at egymassal, a jelolés kémiai hatterében az

all, hogy a fehérjék lizin e-aminocsoportjaval N-hydroxysuccinimide észtert képez a festék.

Ezzel a moddszerrel csokkenthetéek az eltérd futtatasokbdl eredd kiillonbségek a

gélképeken, valamint a belsd standard hasznalataval a gélelemzés pontosabba teheto.

Sziikséges eszkozok:

Latexmentes kesztyti
Uveglapok

Gélonto allvany
Magneses keverd
Magnes

Uvegpohar

1,5 ml-es csovek, 1,5 ml-es csétartd
Protean IEF Cell
Rehidratalo talca
Fokuszalo talca
Csipesz

Horizontélis raz6gép

Analitikai mérleg
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e 500 ml-es méréhenger

e Elektroforézis késziilék (Cleaver Scientific)
e Tapegység (Bio-Rad)

e Pipetta 0,2-10 pul

e Pipetta 10-100 pl

e Pipetta 200-1000 pl

e Pipetta 1-5 ml

e Pipettahegyek

e Hegyledobo

e \ortex

Sziikséges vegyszerek, mintak:

CyDye DIGE Fluor Kit (GE Healthcare), dH,0, poliakrilamid, SDS, TEMED, ammoénium-

perszulfat, tris, urea, DTT, CHAPS, glicerol, glicin, lizin, bromfenolkék, tisztitott fehérje

minta

A munka menete:

1. A -80 °C-on tarolt mintab6l 500 mg-ot kimériink, dorzsmozsarban folyékony
nitrogénnel porra tortiik. A homogenizalt mintabol 50 mg-ot kimériink egy eppendorf
csébe és hozzaadunk 1 ml DIGE kompatibilis lizis puffert: 7 M urea, 2 M thiourea, 4
m/V% CHAPS, 30 mM Tris (pH 8,5).

2. Az elegyet jégen inkubaljuk 60 percig, kozben 10 percenként vortexeléssel
homogenizaljuk. Ezt kdvetden a mintakat 45 percig centrifugaljuk 10000 g-n, ennek
kovetkeztében két fazis alakul ki a cs6ben. Az als6 fazis tartalmazza a sejttormeléket,
mig a fels6 fazis (feliiluszo) az oldatba vitt fehérjéket. A feliiliszot a tovabbi
leirtak szerint hatdrozzuk meg.

3. A mintdk jelolésére CyDye DIGE Fluor Kit—et (GE Healthcare) hasznalunk. Cy3
festékkel a kontroll csoportba tartozé allatok mintdit jeloljiik, mig a CyS festékkel a
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kezelt csoportba tartozo egyedek mintait. A két csoport Gsszes egyedének mintaibol
létrehozunk egy mixet, melyet a Cy2 festékkel jelolink és a késObbiekben a gélek
szoftveres elemzése soran ezeket a mintakat hasznaljuk bels6 standard-ként.

4. A fehérjék jelolését a gyartd utasitdsainak megfelelden végezziik, 50 pg fehérjéhez
400 pmol CyDye festéket adunk (2 ul). A jelolt fehérje oldatot vortexelést kovetden
sotétben, jégen 30 percig inkubaljuk. A jelolési folyamat leéllitasdhoz 1 pl 10 mM
lizin oldatot hasznalunk, igy megkotve a fel nem hasznalt festéket, majd ismételt
vortexelést kovetden 10 percig soOtétben, jégen inkubdljuk a csoveket. Az igy
el6készitett mintakat egy 8 M urea, 130 mM DTT, 4 m/V% CHAPS, 2 V/V% 100X
Bio-Lyte 3/10 ampholyte (a pH 5-8-as stripeknél 4/6 és 6/8-as ampholytot hasznaltunk
1:2 ardnyban) tartalmt pufferben vessziik fel.

5. A fehérjék els6é ¢és masodik dimenzios elvalasztisat a 4. fejezetben leirtak szerint
végezziik. Mintanként 50 ng fehérjét visziink fel az egyes stripekre (Cy2 50 pg, Cy3
50 pg, Cy5 50 pg) igy egy IPG stripben 6sszesen 150 pg fehérjét tudunk elvalasztani.
Az izoelektromos fokuszalast megel6zOen a stripeket passzivan rehidrataljuk a
mintakat is tartalmazé rehidratalo oldatban (2 M thiourea, 7 M urea, 4 m/V% CHAPS,
13 mM DTT, 1 V/V% Bio-Lyte 4/6 és 6/8 ampholyte 1:2 aranyban, 0.002 m/V%
brémfenolkék).

6. A masodik dimenzids elvalasztast kovetoen a Cy2 (belsé standard), Cy3 és Cy5
festékekkel jelolt fehérjék lathatova tételére Molecular Imager PharosFX Plus System
(Bio-Rad) késziiléket hasznalunk. Ez a gélszkenneld berendezés lehetévé teszi, hogy
az egyes festékeket a sajat gerjesztési hulldimhosszukon emittalo 1ézerrel szkennelve
lathatova valjon a fehérje mintazat, igy gélenként 3 gélképet kapunk. A fluoreszcens
jelolés detektalasat kovetden, a géleket Coomassie G-250 festékkel is megfesthetjiik,

erre azért van sziikség, hogy a spotok szabad szemmel is lathatova valjanak.
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7. Fehérjék detektalasa

A fehérjék detektaldsanak hagyoméanyos moddja valamilyen festési eljardas. A
leggyakrabban az un. Coomassie blue (érzékenység: 10ng/fehérjefolt) festést alkalmazzak,

ennek az az oka, hogy egyszer, olcs6, ugyanakkor tomegspektrométerrel kompatibilis festék.

A poliakrilamid gélelektroforézist kovetden a géleket ki kell venniink a két tiveglap koziil.
Egy spatulat bedugunk az iiveglapok kdzzé €és Ovatosan szétfeszitjiik azokat. A gél az also
vagy a felsO iiveglapra tapad, a spatula segitségével a stripet levagjuk a gélrél. Egy festd
edénybe 200-300 ml desztillalt vizet toltiink, majd ebbe 6vatosan beletessziik a géleket.

Sziikséges eszkozok:

e Latexmentes kesztyii
e Festd edények
e Horizontélis razogép

e M¢éréhengerek

Coomassie alapu festés

Sziikséges vegyszerek, mintak:

dH,0, CBB G-250, aluminium szulfat-(14-18)-hidrat, etanol (96%), ortofoszforsav

A munka menete:

1. A Coomassie alapu festést megel6zden a géleket haromszor mossuk desztillalt vizzel.

2. Athelyezziik a géleket 200 ml Coomassie festékoldatba, melynek osszetétele: 0,02
m/V% CBB G-250, 5 m/V% aluminium szulfat-(14-18)-hidrat, 10 V/V% etanol
(96%), 2 VI/V% ortofoszforsav (85%). A festékoldat elkészitése soran elészor az
aluminium-szulfatot oldjuk fel vizben, majd hozzaadjuk az etanolt és a CBB G-250

festék port. Amikor a festék teljesen feloldodott, hozzdadhatjuk a foszforsavat,
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ilyenkor a Coomassie molekuldk kolloid allapotba keriilnek. Utolso 1épésként vizzel
kiegészitjiik a kivant térfogatra. A festékoldatot felhasznalas el6tt jol fel kell raznunk,
hogy a kolloid részecskéket eloszlassuk.

3. Egy éjszakan at inkubaljuk ebben az oldatban a géleket, 10 perc utan mar megjelennek
az els6 spotok, 2 oran beliil kb. a 80%-at lathatjuk a foltoknak, a 100%-0s maximumot
az egész ¢jszakas inkubalassal érhetjiik el. A festést kovetéen dvatosan ledntjiik az
oldatot a gélekrdl, majd kétszer mossuk azokat desztillalt vizzel. Végiil az tn.
,destaining” oldat segitségével eltavolitjuk a felesleges festéket. A destaining oldat
Osszetétele: 10 V/V% etanol (96%) és 2 V/V% ortofoszforsav (85%). A gélek tovabbi

tarolasa +4 °C-on torténik.
Eziist festés

A Coomassie festésnél érzékenyebb az eziist-nitrattal vagy fluoreszcens festékkel
torténd festés (érzékenység: 1 ng/fehérjefolt). Ennél a mddszernél a poliakrilamid gélt eldszor
ezisttel telitik, majd eltavolitjdk a gélmatrixhoz kotott fémionokat €s redukaljak a fehérjéhez

kotott ezustot.

Sziikséges vegyszerek, mintak:

dH,0O, metanol, ecetsav, natrium-tioszulfat, eziist-nitrat, formaldehid, natrium-karbonat,

ecetsav

A munka menete:

1. Elsoként elkészitjiik a fixalo oldatot, mely fixalja a fehérje molekulakat és eltavolitja
az interferald anyagokat (pl.: SDS, Tris) a gélbdl. 50 ml metanolhoz 5 ml ecetsavat
adunk, majd desztillalt vizzel kiegészitjiik 100 ml-re. Ebben az oldatban 2 6ran at vagy
egy teljes éjszakan keresztiil inkubaljuk a géleket.

2. A fixalast kovetéen metanolos oldattal (50 ml metanol + 50 ml dH,0) 20 percig
mossuk a géleket. Majd desztillalt vizzel kétszer 15 percig folytatjuk a mosast.

3. Az ¢érzékenyitéshez natrium-tioszulfat oldatot hasznalunk, a natrium-tioszulfat

kapcsolddik a fehérjékhez, melyek igy képessé valnak az eziist ionok megkotésére.
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31,6 mg natrium-tiszulfatot 100 ml desztillalt vizben oldunk fel, az érzékenyitd oldatot
maximum 5 perccel felhasznalas eldtt kell elkésziteni. Az inkubalas id6tartama 3 perc.

4. Kétszer 1 percig mossuk desztillalt vizzel a géleket.

5. A festés soran az 1%-0S eziist-nitrat torzsoldatbol (1 g eziist-nitrat 100 ml-re
kiegészitve desztillalt vizzel) 15 ml-t kimériink és 85 ml dH,O-val 100 ml-re
kiegészitjiik. Az inkubalés idétartama 30 perc.

6. Kétszer 2 percig mossuk desztillalt vizzel a géleket.

7. Az el6hivasi 1épésben valnak lathatova a fehérje foltok a gélen. Az eldhivo oldat
veégtérfogata 200 ml, mely 4 g natrium-karbonatot és 80 pl formaldehidet tartalmaz.
El6szor kb. 50 ml oldatot Ontiink a gélre, sotét sargas-barnas szintlire valt ez az oldat,
mivel a felesleges eziist kimosodik a gélbdl, ezt ledntjiik, majd ismét 50 ml-t ontiink
r4, ez az oldat is barnas szinli lesz még. Végiil a maradék 100 ml oldatban addig
inkubaljuk a gélt, mig a fehérje foltok lathatova valnak.

8. Az el6hivas leallitasdhoz hasznalt oldat 1 ml ecetsavat és 99 ml dH,O-t tartalmaz. Az
eziistfestés nem végpontos festés (nem tudjuk megadni azt az idGtartamot, amennyi
1d6 alatt eléri a festés az intenzitasanak a maximumat, ezért tul lehet hivni), tehat

nekiink kell kivalasztanunk a megfeleld pillanatot az el6hivas leéllitasdhoz.

2. tablazat: Az eziist festés 1épéseinek 0sszefoglalasa

Lépések Vegyszerek Inkubalasi idé
50 V/V% metanol, 2 bra
1. fixalas
5 V/V% ecetsav
50 V/V% metanol 20 perc
2. mosas
dH,O 2X15 perc
3. érzékenyités 1,27 mM natrium-tioszulfat 3 perc
4. mosas dH,0 2X1 perc
5. festés 0,15 m/V% eziist-nitrat 30 perc
6. mosas dH,0 2X2 perc
0,04 V/V% formaldehid a fehérje spotok megjelenéséig
7. el6hivas
2 m/V% natrium-karbonat
8. leallitas 1 VIV% ecetsav 5 perc
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Fluoreszcens festés
A fluoreszcens festék az eziist festéssel azonos érzékenységli festés. A fluoreszcens
festékek koziil leggyakrabban a SyproRuby festéket hasznaljak, ez is tomegspektrométerrel

kompatibilis és az eziist-festéssel ellentétben végpontos festési eljaras.

Sziikséges vegyszerek, mintak:

dH,0, metanol, ecetsav, Sypro Ruby Protein Gel Stain (Lonza)

A munka menete:

1. A géleket el6szor egy prefixalo oldatba helyezziik, melynek dsszetétele: 50% metanol,
10% ecetsav (50 ml metanol, 10 ml ecetsav, 40 ml dH,0). Ebben az oldatban 12 6ran
keresztiil inkubaljuk a géleket.

2. A fest6 oldatbol (Sypro Ruby Protein Gel Stain) 100 ml-t hasznalunk, melyben 24
oran keresztiil festjiik a géleket.

3. A festést kovetd postfixalo oldat Osszetétele: 10% metanol, 7% ecetsav (10 ml
metanol, 7 ml ecetsav, 83 ml dH,0). Ebben az oldatban 30 percig inkubaljuk a
géleket.

4. A gélen 1évé fehérje mintazat lathatova tételére Molecular Imager PharosFX Plus
System (Bio-Rad) késziiléket hasznalunk. A fluoreszcens festés intenzitasat 532 nm-en

detektaljuk.

41



1,{) DEBRECENI EGYETEM SZECHENYI TERV
f

8. Gélképek elemzése

Ugyanaz a spot (fehérjefolt a gélen) ugyanolyan futtatdsi paraméterek mellett sem
mindig ugyanott helyezkedik el a gélen. Ennek tobb oka is lehetséges: inhomogén
poliakrilamid, kiilonbségek a homérsékletben, kiilonbségek az aramerdsségben. Ezaltal
nehézkessé valik a gélképek Osszehasonlitasa és az expresszids kiilonbségek detektalasa. A
gélelemzd szoftverek segitségével csokkenthetd a festésbdl adodo hattérzaj, elvégezhetd a
spotok parositasa (matching), a gélek egymasra illesztése (warping), fuzids gélek 1étrehozasa,
a spotok detektalasa és kvantifikalasa, valamint statisztikai probak alkalmazasa. A
legismertebb gélelemz6 szoftverek: Delta2D (Decodon, Germany) PDQuest, ProteomWeaver
(Bio-Rad, USA), SameSpots, Progenesis (Nonlinear Dynamics, UK), Decyder 2D (GE
Helthcare).

A gélképek szoftveres elemzését a Delta2D (Decodon™ GmbH, Germany) program
segitségével végezziik. A 2D-PAGE és a 2D-DIGE modszerrel készitett gélképek elemzése

eltéro.

A 2D-PAGE gélképek elemzésének 5 legfontosabb 1épése a gyartd hasznalati utasitasa

alapjan:

1. 1épés: Uj projekt létrehozasa
- Csoportok kialakitasa és elnevezése.

- Gélképek feltoltése a megfeleld csoportba.

2. 1épés: Gélek illesztés

- Illesztési stratégia kivalasztdsa (warp strategy): a leggyakrabban hasznalt illesztési
stratégia az Un. ,,group warping strategy”, mely sordn egy csoporton belill az els6
gélképhez hasonlitja a tobbit, majd a csoportok elsé gélképeit egymashoz (1. abra).

- A ,,job manager” alkalmazasaval a program automatikusan elvégzi az illesztéseket, erre
azért van sziikség, hogy a kiilonbozd futtatasokbol adodo esetleges elcstiszasok az

elemzést ne befolyasoljak.
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- Az illesztés manualisan pontosithatd, a program vektorokkal parositja 6ssze a kiillénb6zo
gélen 1évé azonos spotokat, a vektorok szerkeszthetdek, tordlhetdek, ill. wjak is

hozzaadhatok.

J Warping Strategy

Select warping strategy

=u s Group Warping Strategy

Group Warping Strategy - —l
Within groups, warp to the
first gel image. Between ;

groups, warp to the first
image of the first group.

el

Warp Mode Within Groups
Automatic

Warp Mode Between Groups
Automatic v

1. abra: Illesztési stratégia (2D-PAGE)

Forras: Delta2D (www.decodon.com)

3. 1épés: A fehérje foltok detektalasa és szamszeriisitése

- Fuzios gél 1étrehozésa, amelyen a géleken jelen 1évo Osszes fehérjefolt megtalalhato.

- Fehérje foltok detektalasa a fuzids gélen. A program minden olyan intenzitasvaltozast
megjeldl, melyet fehérjeként értelmez. A szoftver a fehérjefoltok intenzitasat szazalékos
(V%) adatként hatdrozza meg. A V% egy fehérjefoltra vonatkoztatva azt adja meg, hogy a
detektalt intenzitds hany %-a az Osszes detektalt fehérjefolt intenzitasanak. A szoftver
figyelembe veszi a pixelek szamat és azok sziirke (fehér — fekete) skalan kifejezhetd
intenzitdsat Az abszolut értékkel szemben, a fehérjefolt intenzitds % esetében a felvitt
fehérjemennyiségek kozotti eltérésekbdl adodo hiba nem torzitja az eredményt.

- A detektalt fehérje foltokat utdlag manualisan pontosithatjuk. Lehetdségiink van Uj
foltok kijelolésére és tordlhetiink is olyan foltokat, melyeket a program fehérjeként

értelmez, de csak szennyezddések. Gyakran eléfordul, hogy egy fehérje foltot két foltként
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azonosit a szoftver, ilyenkor ezeket 6sszevonhatjuk, illetve ellenkez6 esetben egy foltot
két- vagy tobbfelé ,,vaghatunk”. A foltok szerkesztését csak a flizios gélen végezziik el!
- A detektalt foltokat ezutan transzferaljuk az osszes gélképre, ezaltal lehetségessé valt az

eredmények 0sszehasonlitasa.

4. 1épés: Expresszios mintazat elemzése

- Az egyes gélképeken lathato fehérje foltokhoz tartozé szamadatokat az in. ,,quantitation
table” tartalmazza. A V% értékek mellett a tablazatbol leolvashatjuk példaul a foltok
»quantitation table”-ben talalhat6 adatok szinkronizalva vannak a Delta2D program tobbi
nézetével. Példaul ha egy folthoz tatozo értéket kijeloliink ebben a tdblazatban, akkor az a
folt mindegyik gélképen jeldlve lesz

- A program keretén beliil szamos statisztikai probat hasznalhatunk az adatok értékelésére:
pl. varianciaanalizis (ANOVA), T-proba, Wilcoxon Mann-Whitney, Kruskal-Wallis,
Mack-Skillings, Fisher-Exact tesztek, fékomponens-analizis.

- Két vizsgalati csoport dsszehasonlitasa esetén altaldban kétmintas T-probat hasznalunk

az expresszios kiilonbségek detektalasara.

5. 1épés: Eredmények prezentalasa

- Tobb lehetdséget is biztosit a program az eredmények bemutatisara. Készithetiink egy
projekt Osszefoglalot, mely tartalmazza az 4ltalanos informéciokat a mintdkrdl, a
csoportokrol, a gélekrdl, stb. Az altalunk kivalasztott foltokbol 1étrehozhatunk egy tn. folt
albumot, mely az adott foltok képét és adatait tartalmazza.

- Eredményeinket exportalhatjuk MS Excel ill. MS PowerPoint formatumba.

A 2D-DIGE moédszer esetén is az elézoekben ismertetett 5 1épésben végezzik el a
gélképek elemzését, azonban a belsd standard hasznélata miatt bizonyos beallitasok eltérdek.

A gyart6 hasznalati utasitdsa alapjan az elemzés fontosabb lépései a kovetkezok:
1. 1épés: Uj projekt létrehozasa

- Csoportok kialakitasa és elnevezése.

- Gélképek feltoltése a megfeleld csoportba.
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- A ,,Gel Image Attributes” fiil alatt ki kell valasztanunk, mely gélek tartoznak a belsd
standardok kozz¢ (rendszerint a Cy2-vel jeldljiikk a belsé standardot), ill. melyik mintat

melyik festékkel jeloltiik.

2. 1épés: Gélek illesztés

- Illesztési stratégia kivalasztasa (warp strategy): A DIGE modszer hasznalata esetén
mindig azt az opciot kell valasztanunk, mely lehetové teszi a belsé standardok hasznélatat.
Az illesztési stratégiak koziil ennek a feltételnek az Gn. ,,in-gel standard warping strategy”
felel meg. Ebben az esetben, az ugyanabban a gélben futtatott egyedek gélképeit illeszti a
veliikk egyiitt futtatott bels6 standard gélképére, majd a standardokat az altalunk
kivalasztott elsd standard gélhez illeszti (2. bra).

- A ,,job manager” alkalmazéséaval a program automatikusan elvégzi az illesztéseket, erre
azért van sziikség, hogy a kiilonbozd futtatasokbol adodo esetleges elcsiszasok az
elemzést ne befolyasoljak.

- Az illesztés manualisan pontosithatd, a program vektorokkal parositja dssze a kiilonb6zé
gélen 1évé azonos spotokat, a vektorok szerkeszthetdek, tordlhetdek, illetve ujak is

hozzaadhatoak.

S N =

Select warping strategy

ml In-Gel Standard Warping Strategy

In-Gel Standard Warping
Strategy

Warp each standard image
to the first standard image.
Other images are warped

to the standard image from

Warp Mode Within Gels
Identical

Warp Mode Between In-Gel Standards
Automatic

If spots are shifted across the images from the same gel (e.g. caused
by mass differences between the dyes), choose "automatic” for
warpings within the same gel.

2. abra: Illesztési stratégia (2D-DIGE)

Forras: Delta2D (www.decodon.com)
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3. 1épés: A fehérje foltok detektalasa és szamszeriisitése

- Fuzios gél 1étrehozésa, amelyen a géleken jelen 1évo Osszes fehérjefolt megtalalhato.

- A fzids gél 1étrehozéasakor a belsé standard gélképeit nem hasznaljuk.

- Fehérje foltok detektaldsa a fizids gélen. A program minden olyan intenzitdsvaltozast
megjelol, melyet fehérjeként értelmez. A szoftver a fehérjefoltok intenzitasat szdzalékos
(V%) adatként hatdrozza meg. A belsd standard hasznélata esetén, a standard gélen 1évo
adott fehérje foltot veszi 100%-nak ¢és ehhez viszonyitja ugyanazon fehérje folt
intenzitasat a két vizsgalati csoportban. A szoftver figyelembe veszi a pixelek szdmat és
azok sziirke (fehér — fekete) skalan kifejezhetd intenzitdsat Az abszolut értékkel szemben,
a fehérjefolt intenzitas % esetében a felvitt fehérjemennyiségek kozotti eltérésekbol adodo
hiba nem torzitja az eredményt.

- A detektalt fehérje foltokat utélag manudlisan pontosithatjuk. Lehetdségiink van uj
foltok kijelolésére és torolhetiink is olyan spotokat, melyeket a program fehérjeként
értelmez, de csak szennyezddések. Gyakran eléfordul, hogy egy fehérje foltot két foltként
azonosit a szoftver, ilyenkor ezeket Gsszevonhatjuk, illetve ellenkez6 esetben egy foltot
két- vagy tobbfelé ,,vaghatunk”. A foltok szerkesztését csak a fuzios gélen végezziik el!

- A detektalt foltokat ezutan transzferaljuk az osszes gélképre, ezéltal lehetségessé valt az

eredmények Osszehasonlitasa.

4. 1épés: Expresszios mintazat elemzése

- Az egyes gélképeken lathatod fehérje foltokhoz tartoz6 szamadatokat az Un. ,,quantitation
table” tartalmazza. A V% értékek mellett a tablazatbol leolvashatjuk példaul a foltok
»quantitation table”-ben taldlhat6 adatok szinkronizdlva vannak a Delta2D program tobbi
nézetével. Példaul ha egy folthoz tatozo értéket kijeloliink ebben a tdblazatban, akkor az a
folt mindegyik gélképen jelolve lesz.

- A program keretén beliil szamos statisztikai probat hasznalhatunk az adatok értékelésére:
pl. varianciaanalizis (ANOVA), T-proba, Wilcoxon Mann-Whitney, Kruskal-Wallis,
Mack-Skillings, Fisher-Exact tesztek, fékomponens-analizis.

- Két vizsgalati csoport dsszehasonlitdsa esetén altalaban kétmintas T-probat hasznalunk

az expresszios kiilonbségek detektalasara.
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5. 1épés: Eredmények prezentalasa

- Tobb lehetdséget is biztosit a program az eredmények bemutatasara. Készithetiink egy
projekt Osszefoglalot, mely tartalmazza az altalanos informéciokat a mintdkrdl, a
csoportokrol, a gélekrdl, stb. Az altalunk kivalasztott spotokbdl létrehozhatunk egy un.
spot albumot, mely az adott spotok képét és adatait tartalmazza.

- Eredményeinket exportalhatjuk MS Excel, illetve MS PowerPoint formatumba.
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9. Gélben emésztés (in-gel digestion)

A gélben emésztés célja, hogy a gélben levd fehérjékbdl egyedi enzimek vagy enzim
kombinaciok felhasznalasaval peptid keveréket allitson eld, amelyet majd tovabb lehet
analizalni tomegspektrométer segitségével.

A gélben emésztés soran az elézdleg poliakrilamid gélelektroforézissel elvalasztott
fehérjéket emésztjiikk meg a kivant enzimmel — az esetek nagy részében tripszinnel — majd a
keletkezett peptideket kivonjuk a gélbol. A gélben emésztésnek két f6 elonye van. Egyrészt az
olyan puffer Osszetevoket, amelyek interferdlhatnak a késObbi tomegspektrometrias
analizissel (pl. detergensek) vagy az enzimes emésztéssel (pl. protedz inhibitorok)
eltavolithatjuk, masrészt a gélben a fehérjék denaturalt, kitekert allapotban vannak, ezért az
emésztd enzimek jobban hozzaférnek a hasité helyekhez.

A gélben emésztés elsd 1épésében a kivant fehérjét tartalmazo savokat kivagjuk, a jobb
diffuzios paraméterek elérése érdekében kb. 1 mm?® nagysagu kockakra feldaraboljuk, majd
kimossuk a poliakrilamid gélelektroforézis utan, a fehérjék vizualizalasara alkalmazott
festéket. Ez utan kovetkezik a fehérjékben levd diszulfid hidak redukaldsa dithiothreitol
(DTT) vagy trisz(2-karboxietil)foszfin (TCEP) segitségével, majd a keletkez6 —SH
csoportokat alkilaljuk jodacetamid (IAA) vagy metil-metantioszulfonat (MMTS)
felhasznalasaval, ezaltal megakadalyozzuk a diszulfid hidak ujraalakuldsat. Az esetek nagy
részében a DTT é€s jodacetamid parost szoktuk hasznélni, de olyan esetekben, amikor a pH
problémat jelenthet a pH érzékeny DTT szdmara, vagy fokozatosabb, kiméletesebb, de
ugyanakkor hatasos redukalast kivanunk elérni, akkor TCEP-t hasznalunk. A TAA és MMTS
egyarant jol miikodik, a IAA olcsobb, viszont az MMTS kevésbé mérgezd.

A redukalas és alkilalas utdn kovetkezik az enzimes emésztés. Az enzimes emésztés az
esetek nagy részében tripszinnel torténik, mivel a tripszin nagyon specifikus, a polipeptid
lancban levd arginin (Arg, R) vagy lizin (Lys, K) utan hasit, igy a keletkezd peptidek C-
terminalis végén pozitiv toltésti Lys vagy Arg oldallanc lesz. Ennek a tomegspektrometrids
analizis soran van 6riasi jelentdsége.

Az emésztés utan a peptidek kivondsa, extrahédlasa kovetkezik. Ez kiilonb6zo
mennyiségli szerves oldoszert tartalmazd pufferek segitségével torténik, majd a keletkezd
peptideket tartalmazo elegyet beszaritjuk és a tdmegspektrometrids analizis megkezdéséig -20

°C-on taroljuk.
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Az egyes redukalo-, alkilalo agensek és az enzim hozzdadasa elott a géldarabokat
beszaritjuk, hogy a hozzdadott oldatok gyorsabban beszivddjanak, ezaltal hamarabb fejtsék ki
a hatasukat. Az egyes oldatok elkészitésénél pufferként altaldban ammonium bikarbonat
oldatot hasznalunk, amely biztositja a tripszin szamara optimalis pH értéket. Mas enzimek
hasznalatakor mindig tigyelni kell a megfeleld puffer biztositasara!

A tomegspektrometrids analizisek soran nagy problémat jelenthet a gyakran el6forduld
keratin-szennyez6dés. A mintaba keriilve a keratin a minta fehérjéivel egyiitt emésztddik meg,
¢s nagyon sok keratinra jellemzd jelt detektalunk a tomegspektrometrids analizis soran, vagy a
kis, de még kimutathatdé mennyiségben, jelen levd fehérjék esetében a keratin teljesen
elfedheti a mintabdl érkezd jeleket, olyannyira, hogy csak a keratin jelenlétét tudjuk
detektalni. A keratin megtalalhaté a bdrben, hajban. A haj hullasaval, a bor természetes
hamléasaval (fleg szdraz borliek esetén) jelentds mennyiségli keratin jut a laboratoriumi
berendezésekre, a laborkdpenyre vagy megtalalhaté a laboratoriumi porban is. Ezért a keratin
szennyezO0dés elkeriilése igazi kihivast jelent a proteomikai laboratériumok szdmara. A
megfeleld keratinmentes kornyezet biztositdsa érdekében, kiemelt figyelmet kell forditani a
tisztasagra, a védofelszerelések hasznalatara és a megfeleld szabalyok betartasara. Célszerti a
laboratériumban keratin-mentes kdrnyezetet/részt kialakitani és kesztyli nélkiil vagy koszos
kesztylivel nem szabad a keratinmentes részben levé eszkozoket megérinteni! Fontos szem

eldtt tartani, hogy a sterilitds nem feltétlenil jelent keratin mentességet is!

Sziikséges eszkozok:

e Vizsgalni kivant gél vagy eldre kivagott gélsavok
e Keratinmentes fiilke

e Egyszer hasznalatos kopeny

e Hajvéds, szajmaszk

e Pudermentes kesztyli

e Metanol vagy Etanol torléshez

e 1,5 ml-es csovek, 1,5 ml-es csétartd

e Sz6szmentes kendd

e Szike
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Lapos spatula
Uveglap

Pipetta 20-200 pul
Pipetta 0,5-10 ul
Pipettahegyek
Loading hegyek
Hegyledob6
Vortex
Centrifuga
Speed-vac
Huté/fagyaszto

Blokktermosztat

Oldatok:

DTT oldat /20 mM dithiothreitol 100 mM ammo&nium bikarbonat oldatban/
IAA oldat /55 mM jodacetamid 100 mM ammonium bikarbonat oldatban/
50 mM ammonium bikarbonat oldat

25 mM ammonium bikarbonat 50% ACN-ben oldva

5% ACN /0,1 % TFA oldat

50 % ACN 0,1 % TFA oldat

1 pl tripszin torzsoldat (0,5 pg/ul)

1 % FA oldat

MQ viz

Roviditések:
ACN — acetonitril

IAA — jodacetamid

SZECHENYI TERV
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DTT — ditiothreitol
FA — hangyasav
TFA — trifluor-ecetsav

MQ — MilliQ viz, nagy tisztasagu viz

Egydimenzios gélelektroforézis soran elvalasztott fehérjék gélben emésztése

A munka menete:

1. Gélkép alapjan meghatarozzuk ¢és beszamozzuk a kivagand6d savokat. Ennek

megfelelden 1,5 ml-es csoveket feliratozunk és kb. 0,5 ml MQ vizzel toltjiik.

2. Keratinmentes kornyezet biztositdsa: egyszer hasznalatos koOpeny, pudermentes
kesztyli, hajvédd, kopenyvédd és szdjmaszk viselése, 1j alufolia réteggel fedjik a
vegyifiilkét. Az liveglapot, szikét és spatulat metanolos/etanolos szoszmentes kenddvel
attoroljiik, majd az iveglap ala egy A4-es fehér lapot helyeziink.

3. Szikével a megfeleld gélsavot kivagjuk, 1 mm® —es darabokra felapritjuk. Az egyes
savok kivagasa kozott a szikét, spatulat és az liveg feliiletet metanolos/etanolos
szoszmentes kenddvel kell letordlni!

4. Tobb 1,5 ml-es cs6 esetén ligyelni kell, hogy a megfeleld gélsav keriiljon a megfeleld
szamu 1,5 ml-es cs6be! A gélképen korrigalni kell az esetleges eltérést!

5. Festékmentesités: Az MQ vizet loading heggyel leszivjuk, a pipetta hegyet {ires

allapotban félretessziik. A mintdkra a gél mennyiségétdl fliggden 100 - 150 ul 25 mM
ammonium bikarbonat 50 % ACN oldatat pipettdzzuk gy, hogy jol ellepje, és 20
percig razatjuk.

6. Loading heggyel leszivjuk a moso6 oldatot és a pipetta hegyet félretessziik. Tobb sav
esetén tligyelni kell a kialakult sorrendre! A mosasi 1épést kétszer megismételjiik,
kdzben kivessziik a fagyasztobol a DTT és IAA oldatokat olvadni.

7. A mintakrol leszivjuk a mos6 oldatot. Rovid centrifugalas utan teljesen leszivjuk a

maradék oldatot és a géldarabokat speed-vacben 20-30 percig szaritjuk.
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8. Redukalds: A gél mennyiségétol fiiggéen 100 - 150 pl DTT oldatot /20 mM
dithiothreitol 100 mM ammonium bikarbonat oldatban/ pipettazunk ra, ugy hogy a
géldarabokat ellepje!

9. Vortex és centrifugalas utan 56 °C-on 1 6ran at inkubalodik.

10. Alkilalas: Lehiilés utan réviden lecentrifugdljuk a mintat, hogy Osszegyijtsiik a
kupakban 1év6 folyadékot is, majd leszivjuk a DTT oldatot. Ezutan 100 - 150 ul TAA
oldatot /55 mM jodacetamid 100 mM ammonium bikarbonat oldatban/ adunk hozza.

11. Vortex és centrifugalas utdn szobahdmérsékleten, 45 percig, s6tétben inkubaljuk.

12.TAA oldatot eltavolitjuk és 100 pl 25 mM ammoénium bikarbonat 50 % ACN-ben
oldatat pipettazuk ra, ugy hogy ellepje, majd 10 percig vortexeljiik.

13. A mosasi 1épést kétszer megismételjiik. Rovid centrifugalas utan loading heggyel
teljesen leszivjuk a maradék oldatot, majd a speed-vacben 20-30 perc alatt beszaritjuk.

14. Emésztés: A liofilizalt gél darabokhoz mintanként 20 pl tripszin oldatot adunk: (jégen
tartott 1 ul tripszin torzsoldat (0,5 pg/pul) + 99 pl 50 mM ammonium bikarbonat oldat).
A tripszin oldat maradékat mintaként kezeljiik €s a mintaval egyiitt inkubaljuk.

15. A mintat jégen rehidraljuk 15 percig, ez id6 alatt a gél darabok megduzzadnak, majd
annyi 50 mM ammonium bikarbonét oldatot mériink rd, hogy azokat ellepje.

16. Emésztés: 37 °C-on 4 oran at, vagy szobahdémérsékleten 16 oran at inkubaljuk a
mintat, majd az inkubalasi 1d6 elteltével hozzaadunk 1 pl koncentralt FA oldatot.

17. Vortex és centrifugalas utan a keletkezett peptideket extrahaljuk.

18. Extrahdléds: Feliratozott, G 1,5 ml-es csovekbe loading heggyel atpipettazzuk a
feliiliszot €s a gél darabokhoz adott 100 pl 5 % ACN /0,1 % TFA oldattal razatjuk 30
percig.

19. Roviden centrifugéljuk €s a feliiluszot a 18. pontnal feliratozott cs6be tessziik.

20. A 18. Iépést megismételjiik, a feliiliszot az eldézdleg feliratozott 1,5 ml-es csObe
tessziik, a gél darabokhoz 100 pul 50 % ACN /0,1 % TFA oldatat adjuk, és 30 percig
razatjuk.

21. Roviden centrifugéljuk, majd a feliiliszot leszivjuk és az elézdleg feliratozott 1,5 ml-
es csObe tessziik. Rovid centrifugdlds utan loading heggyel teljesen leszivjuk a
maradék oldatot és az extraktumokat tartalmazo 1,5 ml-es csd tartalmét beszaritjuk,

majd mérésig -20 °C-on taroljuk.
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Kétdimenzios gélelektroforézis soran elvalasztott fehérjék gélben emésztése
A fenti protokoll gélelektroforézissel elvalasztott fehérjék esetében érvényes. A

kétdimenzids elektroforézis soran kapott foltok emésztése is a fenti protokollnak megfeleléen

torténik, annyi kiilonbséggel, hogy a redukalas és alkilalas 1épések itt nem sziikségesek.

A munka menete:

1. Keratinmentes koOrnyezet biztositdsa: egyszer hasznalatos kopeny, padermentes

kesztyli, hajvédd, kopenyvédd és szdjmaszk viselése, 0 alufolia réteggel fedjik a
vegyifiilkét. Az liveglapot, szikét és spatulat metanolos/etanolos szoszmentes kendével
attoroljik, majd az iiveglap ald egy A4-es fehér lapot helyeziink.

2. Szikével a gélfoltot, | mm® —es darabokra felapritjuk.

3. Festékmentesités: Az MQ vizet loading heggyel leszivjuk, a pipetta hegyet iires

allapotban félretessziik, majd a mintdkra a gél mennyiségétdl fiiggden 50 - 150 ul 25
mM ammonium bikarbonat 50 % ACN oldatat pipettdzuk gy, hogy jol ellepje, és 20
percig razatjuk.

4. Loading heggyel leszivjuk a moso oldatot és a pipetta hegyet félretessziik. Tobb minta
esetén lgyelni kell a kialakult sorrendre! A mosasi 1épést kétszer megismételjik,
kozben kivessziik a fagyasztobol a DTT és IAA oldatokat olvadni.

5. A mintdkrol leszivjuk a mosé oldatot. Rovid centrifugalas utan teljesen leszivjuk a
maradék oldatot és a géldarabokat speed-vacben 20-30 percig szaritjuk.

6. Emésztés: A liofilizalt gél darabokhoz mintanként 20 ul tripszin oldatot adunk: (jégen
tartott 1 ul tripszin térzsoldat (0,5 pg/ul) + 99 pl 50 mM ammonium bikarbonat oldat).
A tripszin oldat maradékat mintaként kezeljiik és a mintaval egyiitt inkubaljuk.

7. A mintakat jégen rehidraljuk 15 percig, ez id6 alatt a gél darabok megduzzadnak, majd
annyi 50 mM ammoénium bikarbonat oldatot mériink ra, hogy azokat ellepje.

8. Emésztés: 37 °C-on, 4 oran at vagy szobahdmérsékleten, 16 6ran at inkubalodik, majd
hozzaadunk 1 pl koncentralt FA oldatot és vortexeljiikk, majd az inkubalasi idd
elteltével hozzdadunk 1 pl koncentralt FA oldatot.

9. Vortex és centrifugélas utan a keletkezett peptideket extrahaljuk.
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10. Extrahalas: Feliratozott, 0j 1,5 ml-es csovekbe loading heggyel atpipettazzuk a
feliiluszot és a gél darabokhoz adott 100 pl 5 % ACN /0,1 % TFA oldattal razatjuk 30
percig.

11. Roviden centrifugaljuk és a feliiliszot al0. pontnal feliratozott csdbe tessziik.

12. Az extrahalast megismételjiik, a feliiliszot az elozdleg feliratozott 1,5 ml-es csdbe
tessziik, a gél darabokhoz 100 ul 50 % ACN / 0,1 % TFA oldatat adjuk és 30 percig
razatjuk.

13. Roviden centrifugaljuk, majd a feliiluszot leszivjuk és az eldzdleg feliratozott 1,5 ml-
es csObe tessziikk. Rovid centrifugalas utdn loading heggyel teljesen leszivjuk a
maradék oldatot és az extraktumokat tartalmazé 1,5 ml-es cs6 tartalmat beszaritjuk,

majd mérésig -20 °C-on taroljuk.
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10. Oldatban emésztés (in-solution digestion)

Az oldatban emésztés célja, hogy az oldatban levd fehérjékbdl egyedi enzimek vagy
enzim kombinacidk felhasznélasdval peptid keveréket allitson eld, amelyet majd tovabb lehet
analizalni tomegspektrométer segitségével.

Az oldatban emésztés soran tetszéleges, oldatban 1évé fehérjéket emésztiink meg a
kivant enzimmel — az esetek nagy részében tripszinnel — majd a keletkezett peptideket
bekoncentraljuk. Az oldatban emésztés f6 eldonye, hogy barmilyen minta esetében
felhasznalhatd, nem sziikséges eldzetes gélelektroforézis. Alkalmazhatd tisztitott mintékon,
pl. kromatografias elvalasztis soran gylijtott frakciok esetében vagy nem tisztitott mintakon,
pl. teljes sejtlizatumon, élelmiszerekbdl szarmazo kivonatokon, szirleteken stb. A nem
tisztitott mintdk esetében nagy valosziniiséggel a fehérjék mellett egyéb komponensek (pl.
lipidek, nukleinsavak, szénhidratok stb.) is jelen lehetnek a mintaban, sok esetben célszer(i
ezek eltavolitasa. A leggyakrabban triklor-ecetsavas (TCA) vagy acetonos kicsapast szoktak e
célra alkalmazni, amely kicsapja a fehérjéket és oldatban hagyja az egyéb komponenseket. A
fehérje csapadékot centrifugdlassal Ossze lehet gylijteni és a feliilluszo eltavolitasa utan a
csapadék mosasaval, majd feloldasaval tisztitott fehérje mintat lehet nyerni. Fontos
megjegyezni, hogy a fehérjék kicsapasa sordn a fehérjék egy része csapddik ki, masik része
oldatban marad, és ezt elveszitjiik. A fehérje veszteség az alkalmazott protokolltol, a fehérje
minta Osszetételétdl stb. fliggden igen jelentds is lehet.

Az oldatban a fehérjék feltekeredett allapotban talalhatok, emiatt az emésztd enzimek
nehezebben férnek hozza. Ahhoz, hogy a megfeleld hozzaférést biztositsuk, valamilyen
kaotropikus/denaturalo agens hozzaadasa sziikséges. Az esetek nagy részében ehhez ureat
hasznalnak, azonban egyes forgalmazdk olyan feliiletaktiv anyagokat ajanlanak (pl. RapiGest
— Waters), amelyek alkalmasak, mind a fehérje szolubilizadldsara, mind az enzimatikus
aktivitas elOsegitésére. Ha RapiGest feliiletaktiv anyagot alkalmazunk, akkor azt az elsd
1épésnél adjuk a mintdhoz, majd a folyamatsor végén, a minta savasitasaval kicsapodik és
centrifugalassal eltavolithatd a mintabol.

Az oldatban emésztés tovabbi 1épései hasonloak a gélben emésztés 1épéseihez.

Az uredval torténd denaturdlds utdn kovetkezik a fehérjékben levd diszulfid hidak
redukalasa dithiothreitol (DTT) vagy trisz(2-karboxietil)foszfin (TCEP) segitségével, majd a
keletkez6 —SH csoportok alkilalasa jodacetamid vagy metil-metantioszulfonat (MMTS)

55



1,{) DEBRECENI EGYETEM SZECHENYI TERV
f

felhasznalasaval. Ezaltal redukaljuk a diszulfid hidakat és megakadalyozzuk ujraalakulasukat.
Az esetek nagy részében a DTT és jodacetamid parost szoktuk hasznalni, de olyan esetekben,
amikor a pH problémat jelenthet a pH érzékeny DTT szamara, vagy fokozatosabb,
kiméletesebb, de ugyanakkor hatdsos redukalast kivanunk elérni, akkor TCEP-t hasznalunk. A
IAA ¢és MMTS egyarant jol mikodik, a IAA olcsobb, viszont az MMTS kevésbé mérgezo.

A redukalas és alkilalas utan kovetkezik az enzimes emésztés. Az enzimes emésztés az
esetek nagy részében tripszinnel torténik, mivel a tripszin nagyon specifikus, a polipeptid
lancban levé arginin (Arg, R) vagy lizin (Lys, K) utan hasit, igy a keletkezd peptidek C-
termindlis végén pozitiv toltésii Lys vagy Arg oldallanc lesz. Ennek a tomegspektrometrias
analizis soran van oriasi jelentdsége. Az emésztés elott az urea koncentraciot csokkenteni kell,
hogy ne akadalyozzuk meg az emészt0 enzim aktivitasat. Ez a tripszin esetében 1M, azaz 1M
urea mellett a tripszin még jol miikodik, de e folotti értékek mar jelentdsen csdkkentik az
aktivitasat.

Az emésztés utan kovetkezik a peptideket tartalmazé oldat beszaritasa. A beszaritott
peptideket tartalmazé mintdkat a tomegspektrometrias analizis megkezdéséig -20 °C-on
taroljuk.

Pufferként altaldban ammonium bikarbonat oldatot hasznalunk, amely biztositja a
tripszin szdmara optimalis pH értéket. Mas enzimek hasznalatakor mindig tigyelni kell a
megfeleld puffer biztositasara!

A tomegspektrometrids analizisek soran nagy problémat jelenthet a gyakran el6forduld
keratin-szennyez6dés. A mintaba keriilve a keratin a minta fehérjéivel egyiitt emésztédik meg,
és olyan mennyiségben van jelen 4&ltalaban, hogy nagyon sok keratinra jellemz6 jelt
detektalunk a tdmegspektrometrids analizis soran. A kis, de még kimutathatd mennyiségben
jelen levé minta esetében a keratin teljesen elfedheti a mintabol érkezd jeleket, olyannyira,
hogy csak a keratin jelenlétét tudjuk detektalni. A keratin megtalalhat6 a bérben, a hajban, a
haj hullasaval, a bor természetes hamléasaval (féleg szaraz bortiek esetén) jelentds mennyiségii
keratin jut a laboratériumi berendezésekre, a laborkopenyre vagy megtalalhato a
laboratoriumi porban is. Ezért a keratin szennyezddés elkeriilése egy igazi kihivast jelent a
proteomikai laboratériumok szdmara. A megfeleld keratinmentes kdrnyezet biztositasa
érdekében kiemelt figyelmet kell forditani a tisztasagra, a védofelszerelések hasznélatara és a
megfeleld szabalyok betartasara. Célszerii a laboratoriumban keratin-mentes kdrnyezetet/részt

kialakitani és kesztyli nélkiil vagy koszos kesztyiivel nem szabad a keratinmentes részben
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levé eszkdzoket megérinteni! Fontos szem eldtt tartani, hogy a sterilitds nem feltétleniil jelent

keratin mentességet is!

Sziikséges eszkozok:

e Vizsgalni kivant fehérjék oldata
e Keratinmentes fiilke

e Egyszer hasznalatos kdpeny

e Hajvédo, szajmaszk

e Pudermentes kesztyli

e 15 ml-es csovek, 1,5 ml-es csétartd
e Pipetta 200-1000 pl

e Pipetta 20-200 pl

e Pipetta 0,5-10 pul

e Pipetta 0,2-2 pul

e Pipettahegyek

e Hegyledobo

e \Vortex

e Centrifuga

e Speed-vac

e Hitdé/fagyasztod

o Blokktermosztat

Oldatok:
e Ureaoldat /8 M urea MQ vizben/
e DTT oldat /100 mM dithiothreitol MQ vizben/
e [AA oldat /200 mM jodacetamid MQ vizben /
e 25 mM ammonium bikarbonat oldat

e 1 pl tripszin térzsoldat (0,5 pug/ul)
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e 1% FA oldat

e Aceton

Roviditések:

ACN - acetonitril
IAA — jédacetamid
DTT — ditiothreitol

FA — hangyasav

A munka menete:

1. Keratinmentes koOrnyezet biztositdsa: egyszer haszndlatos kopeny, pudermentes

kesztyli, hajvédo, kopenyvédd és szajmaszk viselése, 1 alufolia réteggel fedjiik a
vegyifiilkét.

2. Acetonos kicsapas: Megmérjiik a minta térfogatat, majd a mintdkat 6x-os térfogatu,

-20 °C-on el6hiitétt acetonnal keverjiik 6ssze.

3. Vortex és centrifugalas utdn 30 percig -20 °C-on inkubaljuk.

B

Fél oranként kivessziikk a mintat, vortexeljiikk, majd centrifugaljuk €s visszatessziik
-20 °C-ra.

4 6ra utan a mintakat lecentrifugaljuk és a feliiliszot leszivjuk.

A csapadékot nyitott 1,5 ml-es csOben szobahdn néhany percig szaritjuk.

A csapadékot teljesen feloldjuk 25 mM ammonium bikarbonat oldatban.

Vortex és centrifugalas.

© © N o O

Denaturalds: A mintakhoz 8 M urea oldatot adunk olyan mennyiségben, hogy 6 M

legyen az urea végkoncentracidja.

10. Vortex ¢€s centrifugalas utan 30 percig szobahdn inkubaljuk.

11. Redukélds: A mintdkhoz 100 mM DTT oldatot adunk olyan mennyiségben, hogy
10 mM legyen a DTT végkoncentracioja.

12. Vortex ¢és centrifugalds utdn 60 percig 37 °C-on inkubaljuk.
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13. Alkilalds: A mintdkhoz 200 mM IAA oldatot adunk olyan mennyiségben, hogy
20 mM legyen az IAA végkoncentracioja.

14. Vortex ¢€s centrifugalas utan szobahémérsékleten 45 percig sotétben inkubaljuk.

15. A mintékat 25 mM ammonium bikarbonat oldat segitségével kihigitjuk, tigy, hogy az
urea koncentracidja 1 M legyen!

16. 0,2 pl mintat pH papirra cseppentiink fel és ellendrizziik a pH-t. Az emésztést akkor
kezdjiik el, ha a pH 7,5-8 kozott van. Ebben a pH tartomanyban miikddik jol a tripszin.
Sziikség esetén a pH-t 7,5-8-ra allitjuk!

17. Emésztés: A mintdkhoz 1:25 ardnyban tripszin torzsoldatot adunk.

18. Vortex ¢€s centrifugalas utan 37 °C-on egy ¢éjszakan at inkubaljuk.

19. A tripszin aktivitasat savasitassal le tudjuk csokkenteni, és ezaltal leallitjuk az
emeésztést. Az emésztés ledllitasahoz 1 pl koncentralt hangyasav oldatot adunk.

20. Az emésztményt lecentrifugaljuk, hogy az esetleges kicsapodott fehérjéket (vagy a
RapiGest adalékot, ha hasznaltunk ilyent) eltavolitsuk, majd a feliiliszot leszivjuk és
az 1j 1,5 ml-es csébe tessziik. Speed-vac segitségével beszaritjuk, majd mérésig -20

°C-on taroljuk.
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11. Mintael6készités tomegspektrometrias analizishez

A gélben vagy oldatban megemésztett mintat a tomegspektrometrias analizis
megkezdése elott sdmentesiteni sziikséges, ugyanis a mintaban levd sok, detergensek stb.
zavarhatjak a tOmegspektrometrias analizist. Ez a 1épés tulajdonképpen egy reverz fazisu
kromatografidnak felel, meg, amikor a C18 toltet egy pipettahegyben taldlhatdo. A mddszer
elve az, hogy az enyhén savas kdzegben levé mintat felszivjuk a pipettahegybe, ekkor a
peptidek kikotddnek a toltethez, az er6sen hidrofil sok, detergensek és egyéb anyagok pedig
nem. A nem kotédott anyagok lemosasa utdn magas szerves oldoszer tartalma (50%
acetonitril) eludld oldattal leoldjuk a toltethez kotddott peptideket. A modszer alkalmas
egyrészt a peptideket tartalmazé mintdk somentesitésére, de ugyanakkor a mintak
koncentraldsara is szolgalhat. A sOmentesitett és koncentralt mintdkat felhasznalhatjuk a

tomegspektrometrids analizishez.

Sziikséges eszkozok:

e ZipTip C18 pipettahegy (Millipore)
e Tisztitani kivant minta

e 1-10 pl pipetta

Oldatok:
e Aktival6 oldat: 100% acetonitril (ACN),
0,1% trifluorecetsav (TFA) MilliQ vizben (MQ viz)
e Elualo oldat: 50% ACN/0,1% TFA
e 1% hangyasav (FA) MQ vizben, feloldashoz.

Roviditések:
e ACN — acetonitril
e FA —hangyasav
e TFA —trifluor-ecetsav

e MQ —MilliQ viz, nagy tisztasagu viz
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A munka menete:

Equilibralas:
1. A ZipTip hegyet 10 pl-re allitott pipettara helyezzik.
2. Felszivunk az eldre kikészitett 20 pul 100% ACN-bol 10 pl-t, majd a hegy tartalmat
kiiiritjiik. Ezt a 1épést megismételjiik!
3. Felszivunk az eldre kikészitett 20 pl 0,1% TFA oldatbdl 10 pl-t, majd a hegy tartalmat
kitiritjiik. Ezt a 1épést megismételjiik! Ezzel a hegy aktivalva van!

Kotes és mosds:

4. A 10 pl-re allitott pipetta segitségével 10 alkalommal felszivjuk a ZipTip hegybe a
mintat, majd visszaengedjiik. A végén a hegyet liresen hagyjuk!

5. Felszivunk az elére kikészitett 20 pl 0,1% TFA oldatbol 10 ul-t, majd egy MOSO
felirati csdbe pipettazzuk. Ezt a 1épést megismételjiik! Ezzel a hegyre kotott sokat
lemostuk!

Eludlds:

6. Felszivunk egy eldre kikészitett 30 pl 50% ACN/0,1% TFA oldatbdl 10 ul-t, és az
ELUATUM felirati csébe pipettazzuk a hegy tartalmat. Ezt a lépést 3 alkalommal
megismételjiik, igy 30 pl eludtumot gytijtiink Gssze.

7. Az eluatumot tartamazo csovet speed-vac segitségével beszaritjuk, majd 10 ul 1% FA-
ban feloldjuk.

Az igy el6készitett mintdkat a tomegspektrometrias analizishez azonnal felhasznéljuk.
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12. Fehérjék azonositasa tomegspektrometrias analizis segitségével

A fehérjék emésztésébdl szarmazod peptid keveréket a tomegspektrométer segitségével
analizaljuk. Az analizis soran a HPLC segitségével megtorténik az egyes komponensek
elvalasztasa, ezaltal a minta komplexitdsat csokkentjiik, majd a tomegspektrométerben
megtorténik az egyes komponensek analizise, az tn. MS/MS spektrumok felvétele. Az
MS/MS spektrumok alapjan, megfelel6 kereséprogramok (MASCOT, ProteinPilot, MassLynx
stb.) segitségével azonositani lehet a mintdban levd fehérjéket. Az egyes mintdk
tomegspektrometrids analizise, az MS/MS spektrumok felvétele automatizalt, akarcsak a
mintak analizisekor kapott spektrum adatok elemzése. Fontos megjegyezni azonban, hogy a
keres6programok 4altal kiadott eredményeket értelmezni kell és a programok altal kiadott
talalatokat manudlis analizis segitségével szlirni kell. A gyakorlat soran a ProteinPilot és
MASCOT keres6szoftverek altal kiadott eredmények értelmezésével foglalkozunk. A t6bbi
keresdszoftver eredményeit nem értelmezziik, de keresdszoftverek altal kiadott eredmények

fobb sajatossagai nagyon jol illusztralhatok e két keresémotor alkalmazéasaval.
MASCOT keresémotor hasznalata

A MASCOT (www.matrixscience.com) keresdmotor egy viszonylag konnyen

hasznalhat6, robosztus, interneten elérhetd szoftver. A keresémotor ingyenes valtozata
lehetove teszi 1200 spektrum elemzését. E folotti spektrumszam esetén, ami komplex
mintakbol szarmazd hosszabb mérések esetén gyakran eléfordul, sziikséges, hogy az altalunk
elemezni kivant spektrumot kisebb részekre daraboljuk. A gyakorlat soran egy juhbol
szarmazo minta kétdimenzids elektroforézise soran elvalasztott folt tomegspektometrids

analizise soran kapott eredményeket elemezziik.

A munka menete:

Eldszor megnyitjuk az Analyst 1.4.2 szoftvert, majd az alabbi Iépéseket végezziik el a

megadott sorrendben!
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11. Mascot MS/MS keresés eredmény — tal sok spektrum

12. Mascot MS/MS keresés — Kisebb teriilet kijelolése a kereséshez és 7-10 1épések

megismétlése
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14. Mascot keresési eredmény 2.
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15. Mascot eredmények megtekintése, értékelése

16. Megtekinteni kivant fehérje kivalasztasa a fehérjére torténd kattintassal
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17. A fehérjére, majd a szekvenciara és a spektrumra vonatkozé adatok megtekintése
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19. Jelentés készitése

Match to: TRY1 _BOVIN Score: 198
Cationic trypsin 0S=Bos taurus PE=1 SV=3
F i search of VSRNQpept EMS dl1

Found in £ VSRNQpeptid

Csak akkor fogadunk el egy szekvenciat talalatként, ha azt legalabb négy, sorozatban levd b
vagy y ion megléte tamaszt ald. Azokat a peptideket, ahol ez a kritérium teljesiil,
elfogadottnak tekintjik. Egy fehérje azonositasat akkor fogadjuk el, ha a taldlatok kozott
szerepel legalabb két ilyen peptid!

A ProteinPilot keresémotor hasznalata
A ProteinPilot keresdszoftvert az ABSciex cég fejlesztette ki és szabadon hozzaférhetd
valtozata nincs. A ProteinPilot szoftver kissé mas algoritmust hasznél a fehérjék szekvencia
alaptl azonositasara, mint a MASCOT. Az elébbiekben, a MASCOT kereséshez is hasznalt

nyers adatokat hasznaljuk fel a ProteinPilot szoftverrel torténd fehérje azonositashoz.

A munka menete:

Elészor megnyitjuk a ProteinPilot keresOszoftvert, majd elvégezziik az alabbi

1épéseket a megadott sorrendben!
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1. Protein Pilot szoftver megnyitasa

2. A bal meniisorbol az Identify Proteins — LC kivalasztasa
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4. Paragon modszer kivalasztasa
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8. A kivalasztott fehérjére kattintva egy ablakban a spektrumra és szekvencidra vonatkozd

informaciok megjelenitése
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10. Jelentés készitése — nem relevans talalatok eltavolitasa
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Ebben az esetben is csak akkor fogadunk el egy szekvenciat talalatként, ha azt legalabb négy,
sorozatban levé b vagy y ion megléte tdmaszt ala. Azokat a peptideket, ahol ez a kritérium
teljesiil, elfogadottnak tekintjiilk. Egy fehérje azonositasat akkor fogadjuk el, ha a talalatok
kozott szerepel legalabb két ilyen peptid!

Feladat:

1. Ugyanazon minta tOmegspektrometrids analizise soran kapott nyers adatokat
hasznaljuk fel és mindkét keresGprogram segitségével azonositjuk a mintaban levd
fehérjéket.

2. Az eredményeket a megadott szempontok alapjan értékeljiik és jelentést készitiink.

3. Osszehasonlitjuk a két kiilonbdz8 szoftverrel, ugyanarrdl a mintarél kapott
eredményeket.

4. Az eredmények elemzése soran tapasztaltakat megbeszEljiik a gyakorlatvezetdvel
és megbeszéljiik az egyes keresdémotorok altal kiadott taldlatok interpretalasanak

fobb kiilonbségeit.
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