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Summary

Proteomics is a scientific discipline that focuses on the large-scale study of
proteins, particularly their structures, functions and interactions. The proteome
is the full complement of proteins expressed by genome. During the last de-
cade, thanks to subset of proteomic techniques and workflows, it has been pos-
sible to identify: diagnostic protein biomarkers, potential therapeutic targets
and also biotechnologically important plant proteins, like those that give
a plant resistance to drought. Over the last years, proteomics has generated
a relatively large number of reviews on technical aspects and concepts. Al-
though total automation and reproducibility are possible, the protocols of pro-
tein isolation and separation are sample specific. Moreover, most of them ad-
dress the development of optimal sample preparation protocols of mammalian
cells and tissue. In contrast, plant proteomics is still in its infancy, probably be-
cause plant material is very recalcitrant. The objective of this review is to pay at-
tention to some methodological aspects of proteomic analyses using 2DE and
mass spectrometry, especially in the case of plant material.
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1. Wstep

Od kilkunastu lat analizy proteomiczne i identyfikacja biatek z wykorzystaniem
spektrometrii mas staty sie bardzo uzytecznym narzedziem wykorzystywanym
w wielu dziedzinach biologii i medycyny. Korelowanie ekspresji danego genu
z cechg fenotypowg ujawniong w wyniku dziatania jego produktu, jest niezwykle
trudne. Nie stwierdzono bowiem $cistej zaleznosci pomiedzy poziomem mRNA i za-
wartoscia, a tym bardziej aktywnoscia, biatek w komdrce. Stosowanie tradycyjnych
metod genomicznych jest zatem niewystarczajace, gdyz biatko - egzekutor prze-
mian biochemicznych, ulega licznym modyfikacjom i wchodzi w interakcje, ktérych
nie da sie ustali¢ na podstawie sekwencji jego genu. Wystepowanie splicingu alter-
natywnego, proces degradacji mRNA oraz aktywnos$¢ regulatorowa mikroRNA do-
datkowo komplikuja obraz, stad niezbedne staje sie jak najpetniejsze badanie pro-
teomow.

Jednym z najbardziej popularnych podej$¢ proteomicznych jest tzw. proteomika
poréwnawcza, ktdrg stosuje sie w celu znalezienia markeréw badanego procesu,
np. infekcji wirusowej, nowotworzenia czy reakcji na stres. Poprzez poréwnanie
profili biatkowo-peptydowych préby kontrolnej z préba badang, uzyskuje sie infor-
macje o zmianach jakosciowych i ilosciowych wywotanych danym czynnikiem. Takie
podejscie znalazto zastosowanie zaréwno w badaniach proteomicznych z uzyciem
materiatu roslinnego jak i zwierzecego czy ludzkiego. W przypadku ro$linnej prote-
omiki poréwnawczej najbardziej popularne sg poszukiwania markeréw procesow
infekcji wirusowej (1) lub grzybowej (2), formowania korzeni bocznych (3) czy pro-
gramowanej $mierci komorki (4). Dzieki zastosowaniu kombinacji 2-D DICE (ang.
two-dimensional difference gel electrophoresis) z technikg MALDI ToF (ang. matrix assi-
sted laser desorption ionisation-time offlight) okreslono bardzo dokfadnie zmiany za-
chodzace w proteomie komdrek kukurydzy po zadziataniu stresu solnego. Zidenty-
fikowano 75 biatek, ktore uznano za markery stresu osmotycznego i solnego (5).
Analizy proteomiczne umozliwity réwniez znalezienie markeréw stresu suszy
w todydze tubinu biatego (6). Dzieki zastosowaniu proteomiki, zidentyfikowano tak-
ze wiele bialek zaangazowanych w reakcje obronne, faldowanie biatek, a takze en-
zymy antyoksydacyjne (2). W poréwnaniu jednak ze stanem zaawansowania badan
proteomicznych organizmoéw prokariotycznych, drozdzy i zwierzat, proteomika ros-
lin dopiero wkracza w faze rozwoju. Przyczyny takich opdznien upatrywa¢ mozna
w tym, ze rosliny stanowig trudny materiat biologiczny, ze wzgledu na obecnos¢
Scian komorkowych, duzg zawarto$¢ metabolitow wtornych oraz ,,rozcienczenie”
biatek, spowodowane obecnoscig wakuol. Pewnym wyttumaczeniem moze by¢ tak-
ze fakt, ze sekwencjonowanie genomdw roslinnych jest mniej zaawansowane niz
sekwencjonowanie genomow innych grup organizmow. Konsekwencjg sg znaczace
braki w anotacji biatek w bazach danych dla wielu gatunkéw roélin. Z tych réwniez
przyczyn najbardziej popularnymi gatunkami roslin poddawanymi analizom prote-
omicznym sg rzodkiewnik, ryz, kukurydza oraz topola.
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Zastosowanie proteomiki w poszukiwaniu biomarkeréw proceséw chorobowych
cztowieka, szczegoblnie kancerogenezy, doprowadzito w ostatnich latach do odkry-
cia wielu biatek uczestniczacych w rozwoju tych zaburzeh. Tg droga wykazano, ze
kalretikuline mozna uzna¢ za potencjalny marker nowotworu pecherza moczowego
(7). Opisano réwniez wiele biatek, ktérych poziom akumulacji zmieniat sie istotnie
podczas rozwoju nowotworu watroby (8,9), trzustki (10,11), przetyku (12,13), zo-
fadka (14,15), jelita grubego (16,17) czy ptuc (18,19). Niestety z wietu przyczyn bar-
dzo mato z opisanych dotad biatek jest z powodzeniem stosowanych w diagnostyce
nowotworéw, jedynie kilka biomarkerow biatkowych takich jak: antygen PSE swo-
isty dla prostaty, neurospecyficzna a-enolaza oraz izomeraza trojfosforanowa, po-
wszechnie wykorzystywanych jest w profilaktyce i wczesnym wykrywaniu nowotwo-
réw. Badanie z uzyciem przeciwciat skierowanych na wimentyne, antygeny CDI 17
i CD34, z powodzeniem stosuje sie w diagnostyce guzéw stromalnych (np. miesak
podscieliskowy przewodu pokarmowego). Wimentyna jest takze typowym marke-
rem raka tarczycy, ziarniszczaka jajnika, raka kory i rdzenia nadnerczy. Wiekszos¢
z opisanych dotad biatek zostata zidentyfikowana z uzyciem klasycznej strategii
obejmujacej: izolacje i oczyszczenie biatek, ich separacje i identyfikacje metodami
spektrometrii mas. Kazdy z tych etapéw moze przesadzi¢ o powodzeniu analizy
i uzyskaniu wiarygodnych wynikéw, a trudnosci z tym zwigzane wynikajg z koniecz-
nosci stosowania rozwigzan zindywidualizowanych w zaleznosci od pochodzenia
materiatu biologicznego. Celem pracy nie jest jednak omoéwienie metod izolacji, se-
paracji i identyfikacji biatek, opracowania takie sg bowiem dostepne (20). Pragniemy
jedynie zwrdci¢ uwage na niektére aspekty metodyczne analiz proteomicznych,
zwlaszcza tych z wykorzystaniem metody elektroforezy dwukierunkowej (2DE)
i spektrometrii mas (MS).

2. Przygotowanie prob biatkowych

Przygotowanie materiatu to etap krytyczny analiz proteomicznych, od ktérego
zalezy jako$¢ i wiarygodno$¢ uzyskanych pdzniej danych. Etap ten wymaga stosowa-
nia precyzyjnych i niezawodnych procedur, ktére z jednej strony bedg bardzo wy-
dajne, a z drugiej niezwykle powtarzalne. Opracowanie takiej optymalnej metody
jest trudne ze wzgledu na réznice pomiedzy poszczeg6lnymi prébami. Inne podejs-
cie zostanie zastosowane do izolacji biatek z komérek hodowanych in vitro, a inne
do izolacji biatek z tkanek roslinnych czy zwierzecych. W przypadku hodowli ko-
mérkowych wystarczy zastosowanie bezposredniej lizy w buforze zawierajgcym
mocznik, tiomocznik, detergent CHAPS (ang. 3-[(2-cholamidopropyl)-dimethylam-
monio]-I-propane-sulfonate hydrate), ditriotreitol i amfolit. jest to roztwor silnie
denaturujacy, dzieki czemu nie dochodzi do degradacji i modyfikacji biatek, a uzy-
cie inhibitoréw proteaz staje sie zbedne, jednoczesnie jest to ten sam bufor, ktory
dalej stuzy do ogniskowania izoelektrycznego biatlek w metodzie 2DE. Zostaje za-
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tern zminimalizowana liczba etapéw obrobki, a probki po zmierzeniu stezenia
biatka s§ gotowe do rozdziatu. Godne polecenia, jak sie wydaje, jest stosowanie
mieszaniny mocznika i tiomocznika (w miejsce wykorzystywanego niegdy$ samego
mocznika), ktéra znaczaco zwieksza ilos¢ rozpuszczonych biatek i poprawia uzyska-
ny obraz elektroforetyczny. Przy wyborze tej metody dezintegracji komérek nalezy
jednak pamietac, ze takie odczynniki jak: mocznik, detergenty czy amfolity, czesto
zaburzajg pomiar stezenia biatka, np. metodg Bradford (21). W zwigzku z tym ko-
nieczne staje sie zastosowanie alternatywnych metod pomiaru, np. z wykorzysta-
niem gotowych zestawdw przystosowanych do takich analiz (2D-Quant Kit).

W przypadku komorek zorganizowanych w tkanki, opisany rodzaj lizy jest niewy-
starczajacy i izolacja biatek wymaga zastosowania bardziej skomplikowanych metod.
W tej sytuacji etapem niezwykle podnoszacym jako$¢ obrazéw 2DE, zaréwno pod
wzgledem liczby jak i jakosci obserwowanych plamek, jest zastosowanie izolacji me-
todg fenolowg opracowang przez Hurkmana i Tanake (22). Procedure te mozna z po-
wodzeniem stosowac do izolacji biatek z materiatu roslinnego czy zwierzecego, jak
i do oczyszczania mieszanin biatek uzyskanych za pomocg innych metod. Szczego6l-
nie przydatna jest ona do izolacji biatek btonowych. Stosowanie tej metody znaczaco
zmniejsza ilo$¢ zanieczyszczen, szczegblnie w postaci soli, co réwniez podwyzsza
wydajnosé pozniejszej identyfikacji biatek metodg MALDI ToF. W przypadku roslin
silnie zdrewniatych lub z wysokg zawartoscig substancji interferujacych, takich jak;
barwniki, polifenole i polisacharydy (np. oliwka, bambus, tubin), dobre efekty daje
wstepna precypitacja mieszaning kwas tréjchlorooctowy/aceton, a nastepnie prze-
ptukanie uzyskanego osadu za pomocg metanolu i acetonu (23). Dopiero tak pod-
czyszczony materiat poddaje sie ekstrakcji fenolowej. Potgczenie obu procedur
znacznie podwyzsza czystos$¢ i rozpuszczalnos¢ biatek oraz poprawia jakos¢ map
biatkowych uzyskanych metoda 2DE. Niektorzy autorzy polecajg réwniez prowadze-
nie ekstrakcji fenolowej w obecnosci SDS, ktory poprawia rozdzielczos¢ i zwieksza
liczbe plamek widocznych na zelach dwuwymiarowych (24). Jednak w tym przypadku
nalezy by¢ bardzo ostroznym, gdyz obecnos¢ SDS w prébie efektywnie zaburza elek-
troogniskowanie biedek podczas | kierunku rozdziatu elektroforetycznego.

W odrdznieniu od roslin, w przypadku zwierzat i ludzi, mozliwe jest pozyskanie
bardzo atrakcyjnego materiatu, jakim sg ptyny ustrojowe, takie jak: krew, osocze,
mocz czy ptyn moézgowo-rdzeniowy. Wiekszos¢ z nich jest stosunkowo tatwo do-
stepna i dobrze odzwierciedla stan fizjologiczny organizmu, ma bowiem kontakt
z wieloma tkankami. Zastosowanie ptynéw ustrojow>'ch umozliwia réwniez wyko-
nanie analiz bez dodatkowych etapOw oczyszczania. Dla przykfadu, biatka osocza
mozna rozdziela¢ bezposrednio metoda 2DE. Potaczenie kilkunastu mikrolitrow
osocza z roztworem lizujagcym, w ktérym przeprowadza sie rozdziat ogniskujacy,
umozliwia uzyskanie wysokorozdzielczej mapy proteomicznej, mimo bardzo wyso-
kiej zawartosci soli nieorganicznych w osoczu (rys. 1). Jest to mozliwe dzieki zasto-
sowaniu tzw. aktywnej rehydratacji, ktéra m.in. umozliwia migracje substancji drob-
noczasteczkowych i ich usuniecie z zelu (patrz rozdz. 3).
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Rys. 1. Profil biatkowy osocza ludzkiego rozdzielonego metoda 2DE w zakresie pH 4-7. 15 pl osocza
potaczono z 435 pl buforu lizujgcego (7 M mocznik, 2 M tiomocznik, 2% CHAPS, 55 mM DTT i 0,5% amfo-
lit pH 4-7), a nastepnie rozdzielono na 24 cm paskach zelowych z immobilizowanym gradientem pH.

Z medycznego punktu widzenia ptyny ustrojowe cztowieka stanowig bardzo in-
teresujacy, cho¢ nie pozbawiony wad obiekt badan, jednym z najistotniejszych pro-
blemdéw napotykanych w ich globalnej analizie proteomicznej jest ogromne zrézni-
cowanie stezenia poszczegélnych biatek. Skrajnym przyktadem jest osocze zawie-
rajace az do 70% albuminy (25). Problem ten dotyczy takze analitdw roslinnych,
gdzie w podobnych ilosciach wykiywa sie podjednostki Rubisco. Wystepowanie nie-
ktorych biatek w bardzo wysokim stezeniu (ang. high abundant proteins) sprawia, ze
czesto nie jestesmy w stanie wykry¢ biatek niskokopijnych (ang. low abundant prote-
ins). Tymczasem geny biatek regulatorow>'ch, takich jak: czynnikdw transkrypcyj-
nych, receptoréw, hormonow biatkowych, enzymdw, cytokin czy bialek uczestnicza-
cych w transdukcji sygnatdw, ulegajg ekspresji na bardzo niskim poziomie, choé
spetniajg niezwykle istotne funkcje w komorkach. Ocenia sie, ze biatka wysokoko-
pijne wystepujg w komdrce w iloSciach 10-12 rzed6w wielkosci wyzszych niz biatka
niskokopijne. Istnieje kilka metod umozliwiajgcych wzbogacenie frakcji biatek ni-
skokopijnych (26), z ktérych najbardziej popularna jest chromatografia powinowac-
twa oraz ultrafiltracja na membranach o odpowiednim punkcie odciecia. Zestawy
w ktorych wykorzystuje sie te metody sg stosowane od wielu lat do usuwania
biatek, takich jak albumina czy immunoglobuliny. Ostatnio pojawity sie réwniez
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pierwsze zestawy do usuwania Rubisco, ktére stanowi nawet do 40% wszystkich
biatek w lisciach zielonych. Zestaw Seppro® (27) dziata na bazie techniki immuno-
precypitacji przy uzyciu przeciwciat IgY z jaja kurzego, potaczonych ze ztozem chro-
matograficznym. Usuwanie albuminy przed rozpoczeciem analiz proteomicznych to
rutynowy zabieg stosowany od wielu tat w biologii i medycynie. Przy wyborze opty-
malnej metody nalezy jednak pamietaé, ze albumina to tzw. biatko nosnikowe zdol-
ne do wigzania innych biatek, lipidow i matych czasteczek, takich jak cytokiny, hor-
mony czy interferon (28,29). Zidentyfikowano Kilkadziesigt roznych biatek, ktdre
tworzg tzw. albuminom i wigzg sie w sposéb selektywny z albuming (29,30). Wyka-
zano m.in., ze biatko gp41wirusa H1V-1, wigze sie z albuming swojg N-kofcowg
czescig (31). Zdolnos¢ albuminy do wigzania innych czasteczek moze spowodowac,
ze usuniecie jej z mieszaniny z jednej strony spowoduje wzbogacenie frakcji biatek
niskokopijnych i umozliwi ich detekcje, z drugiej jednak moze byé przyczyna utraty
potencjalnych biomarkeréw. Rozsagdnym rozwigzaniem ,,posrednim” - w ekspery-
mentach z uzyciem osocza - jest, jak sie wydaje, usuniecie albuminy poprzez de-
naturacje préby, a nastepnie ultrafiltracja na membranie o punkcie odciecia mniej-
szym niz masa albuminy (32). Denaturacja powoduje zniesienie wiekszosci interak-
cji pomiedzy biatkiem no$nikowym a innymi sktadnikami osocza, zmniejszajgc tym
samym ryzyko usuniecia innych biatek wraz z albuming. Niedogodnoscig jest to, ze
usuniete zostajg jednoczesnie biatka wysokoczasteczkowe. Zgodnie jednak z wie-
dzg literaturowa to wiasnie biatkom o niskich masach czasteczkowych przypisuje
sie zwigzek z rozwojem nowotwordéw (33), cukrzycg (34) czy chorobami uktadu
krazenia (35).

Metody izolacji biatek z wiekszosci organelli roslinnych sa dos¢ dobrze opisane
w literaturze. Nie dotyczy to jednak izolacji biatek ze scian komérkowych. Prawdo-
podobnie, dlatego tez w poréwnaniu do proteoméw przedziatdw subkomorkowych,
takich jak mitochondria czy chloroplasty, proteom $ciany komorkowej i apoplastu
jest stabo scharakteryzowany. Biatka stanowig bardzo istotny element roslinnych
Scian komorkowych. Ze wzgledu na stopien zwiazania biatek w $cianach mozna wy-
rézn*eco najmniej trzy populacje. Sa to biatka luzno zvvigzane ze Scianami, ktore sg
wydzielane do przestworéw miedzykomérkowych badz do medium hodowlanego
w przypadku zawiesiny komorek. Druga populacje stanowig biatka, ktére sg zwia-
zane w strukturze Sciany wigzaniami jonowymi, a trzecig - biatka trwale zwigzane,
dzieki wigzaniom kowalencyjnym z polisacharydami tworzacymi rusztowanie $cia-
ny. Populacje te czeSciowo naktadajg sie na siebie. W analizach proteomicznych
ogromng role odgrywa poziom zanieczyszczen probki, ktory w przypadku biatek
Scian komorkowych jest zalezny od stopnia ich zwigzania ze $cianami, a zatem
w praktyce od zastosowanej metody ekstrakcji. Biatka apoplastyczne mozna wyizo-
lowaé technikg IWF (ang. intracellular washing fluid), czyli infiltracji przestwordéw
miedzykomérkowych za pomocg buforu o pH zblizonym do pH $cian i zawierajgcym
sol w wysokim stezeniu (36). Czyni sie to w warunkach, w ktorych ciggtos¢ bton po-
zostaje nienaruszona, a komorki nie ulegajg zniszczeniu. Podobnie mozna izolowac
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biatka zewnatrzkomoérkowe komdrek hodowanych w zawiesinie. Komorki poddaje
sie dziataniu 0,2 M CaClz2, a biatka zwigzane ze $cianami sg wymywane do buforu
bez lizy komérek (37). W tym przypadku jednak uzyskuje sie biatka $cian pierwot-
nych, ktore tez najtatwiej jest analizowa¢ zaréwno metodg LC-MS/MS jak i MALDI
ToF. Biatka wydzielane do medium hodowlanego sa homogenne, nie wystepujg
w potaczeniu ze zwigzkami fenolowymi i cukrami, ktore obnizajg wydajnosé identy-
fikacji metodami spektrometrii mas. Podczas izolacji biatek zwigzanych w $cianach
komdrkowych roélin trzeba uprzednio zniszczy¢ strukture $cian i rozbi¢ komorki,
a to oznacza ryzyko zanieczyszczen. Po usunieciu biatek cytozolowych i mikroso-
malnych pozostaty osad traktuje sie roztworem soli 0 wysokim stezeniu, co pozwa-
la na rozerwanie wiazan jonowych, wigzacych biatka ze Scianami (38). Ponadto, za-
stosowanie detergentéw, mnogo$¢ etapow, a co za tym idzie, réwniez dlugi czas
trwania izolacji, moga znaczaco wptywaé na jako$¢ analiz. Szczeg6lng trudnos¢
sprawia identyfikacja biatek kowalencyjnie zwigzanych ze $cianami komérkowymi.
Opracowano metodyke izolacji takich biatek (39), ktéra obejmuje trawienie enzyma-
tyczne oczyszczonych $cian. Niedogodnoscig tej metody jest obecno$é w probce en-
zymdw hydrolitycznych, co sprawia, ze mieszanina peptydéw, powstatych w wyniku
trawienia takiej proby trypsyna, zawiera znaczacg liczbe peptyddéw pochodzacych
z rozpadu stosowanych hydrolaz, co znacznie utrudnia identyfikacje biatek metoda-
mi MS.

3. Elektroforeza dwukierunkowa oraz metody detekcji biatek

Elektroforeza dwukierunkowa w zelu poliakryloamidowym, dzieki potaczeniu
techniki ogniskowania izoelektrycznego (IEF) oraz standardowej elektroforezy
w warunkach denaturujgcych (SDS-Page), zapewnia wyjatkowo dobry rozdziat mie-
szaniny biatek. Przeprowadzenie ogniskowania w handlowo dostepnych paskach
zelowych z immobilizowanym gradientem pH zapewnia wysoka powtarzalnos¢ ana-
liz w odréznieniu od metod starszych, w ktorych stosowato sie kapilarki wypetnione
zelem z amfolitem. Gradient pFl w takim zelu ustalat sie sam indywidualnie w kazdej
kapilarze w pierwszym etapie elektroforezy, w rezultacie powtarzalnos¢ wynikéw
byla bardzo mata. Zakresy pFl komercyjnych paskéw zelowych sa bardzo zréznico-
wane, co umozliwia uwzglednienie zaréwno typu eksperymentu jak i oczekiwanego
wyniku. Paski zelowe sg dostepne handlowo w formie wysuszonej. Ogniskowanie
rozpoczyna sie od rehydratacji paska, ktora trwa minimum 12 godzin. W zaleznosci
od uzywanego aparatu do IEF stosowa¢ mozna rehydratacje paska, a nastepnie
wprowadzenie mieszaniny biatek w celu ogniskowania lub jednoczesng rehydrata-
cje wraz z biatkami przeznaczonymi do rozdziatu. W tym ostatnim przypadku moz-
liwe jest prowadzenie tzw. aktywnej rehydratacji stosujgc niewielkie napiecie
(20-120V), ktore nie tylko ufatwia biatkom, szczegdlnie tym o wysokich masach
czasteczkowych, wnikniecie w zel, ale réwniez umozliwia wymycie z paska zelowe-
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go zanieczyszczen niskoczasteczkowych, ktdre znajdujg sie w probce, a ktére mo-
gltyby zaburza¢ ogniskowanie. Bardzo uzytecznym zabiegiem, ktéry réwniez popra-
wia jako$¢ uzyskanych obrazow, jest zastosowanie lekko zwilzonych wodg papier-
kéw z cienkiej bibuty o wielkosci 3x5 mm, ktore przed rozpoczeciem rehydratacji
umieszcza sie pomiedzy paskiem a elektroda i pozostawia na caty czas trwania elek-
troforezy. Osadzajg sie na nich zanieczyszczenia pochodzace z probki, chronigc tym
samym pasek zelowy, ktory dzieki temu nie zmienia swojej objetosci. Ponadto ab-
sorbujg one nadmiar wody, ktora jest transportowana wraz z biatkami pomiedzy
elektrodami. Ogromng wada metody 2DE jest jej czasochtonno$é oraz wymaog sto-
sowania bardzo duzych ilosci biatka, w poréwnaniu do metod chromatograficznych.
llos¢ materiatu biatkowego jest uzalezniona od wielkosci paska, w ktérym bedzie
rozdzielany, jak i metody wizualizacji po rozdziale. W przypadku prébek poddanych
weczesniej frakcjonowaniu, w ktérych mozna spodziewac sie niewielkiej liczby bia-
tek, nalezy uzy¢ paskdw krétkich 7 lub 11 cm. Gdyby na takich paskach rozdziela¢
nie rozfrakcjonowang uprzednio mieszanine biatek, uzyskany obraz bytby mato czy-
telny, a réznice niezwykle trudne do wykrycia. Stad konieczne staje sie uzycie pa-
skéw dtugich, np. 24 cm, co z kolei znacznie zwieksza ilos¢ biatka, ktérg trzeba
natozy¢ na pasek. Duze znaczenie ma réwniez wybdr zakresu pH stosowanych pa-
skow. Uzywajac szerokiego zakresu pH, np. 3-10 lub 3-11, mozna uzyska¢ ogoiny
obraz profilu biatkowego. Zawiera on setki naktadajgcych sie na siebie plamek, co
uniemozliwia wykrycie wszystkich z nich. Ponadto biatka niskokopijne nie ujawnig
sie w tej mnogosci czasteczek. Rozwigzaniem jest rozdzielanie biatek na kilku pa-
skach o waskich zakresach pH, ktore bedg sie czesciowo na siebie naktadaty, np.
4-5, 45-55, 5-6, 5.5-6.7. Stosujac takg metode wykryto wiele biatek niskokopijnych
w proteomie komorek linii chtoniaka (40). Wada tego rozwigzania jest czasochton-
nos¢, jak réwniez bardzo duza ilos¢ materiatu biatkowego koniecznego do analiz.
Metoda ta nie sprawdza sie jednak w przypadku biatek zasadowych. Nalezy réwniez
pamietac, ze ilos¢ biatek uzytych do rozdziatlu na pasku zelowym o zakresie pH
3-10, bedzie niewystarczajaca w przypadku paskow o wezszym zakresie pH, gdyz
cze$¢ z nich po prostu sie nie rozdzieli. Biatka te wedrujg na konce paska, gdzie za-
czynajg precypitowaé, jak rowniez koprecypitowa¢ z innymi biatkami o pl zblizo-
nym do pH konca paska. Aby uniknaé precypitacji biatek o pl poza zakresem paska,
jak réwniez aby rozwigzac¢ problem naktadania na pasek o waskim zakresie pH bar-
dzo duzej ilosci biatka, mozna sprobowaé wczesniejszego frakcjonowania biatek ze
wzgledu na ich punkt izoelektryczny. Na uwage zastuguje metoda frakcjonowania
za pomocgy elektrolizera MCE (ang. multi-compartment eiectrolyser), ktéry wykorzystu-
je membrany izoelektryczne do frakcjonowania biatek osocza na: biatka kwasne, za-
sadowe oraz frakcje albuminy o pl pomiedzy 5.6 a 6.1 (41). Metoda ta, cho¢ obie-
cujaca, wymaga dopracowania wielu szczegétow, poniewaz jej najwieksza wadg jest
utrata biatek o pl zblizonym do 5.6, ktore precypitujg na membranie.

Dla powodzenia analiz proteomicznych ogromne znaczenie ma réwniez wyboér
odpowiedniej metody detekcji rozdzielonych elektroforetycznie biatek. Najbardziej
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popularnymi sg obecnie: barwienie znacznikami fluorescencyjnymi, barwienie me-
toda srebrowg lub barwnikami z rodziny Coomassie Brilliant Blue (CBB). Bardzo czy-
telne obrazy 2D mozna uzyska¢ stosujagc metode srebrowg wgjungblut (42). Najwie-
kszg zaletg tej metody jest duza czutos¢ wykrywania (okoto 1000 razy wieksza niz
z CBB), dochodzaca nawet do 0,02 ng biatka/mm” Zelu. Jest to metoda, ktéra w ze-
lach dwuwymiarowych zwykle w spos6b zadowalajacy wizualizuje plamki biatek bez
nadmiernego tla, niestety, rbwnoczesnie powaznie utrudnia pdzniejsze analizy MS.
Barwienie srebrem z uzyciem aldehydu glutarowego znacznie obniza wydajnosé
identyfikacji peptydéw, nawet po uprzednim odbarwieniu zeli. Z inng sytuacja spo-
tkamy sie przy uzyciu mniej czutych metod koloidalnego Coomassie i barwienia
zwigzkami fluorescencyjnymi, ktére umozliwiajg znacznie wydajniejszg analize MS.
Dla przyktadu wczesniej wykazano, ze identyfikacja biatek wybarwionych metoda
srebrowag (42) z uzyciem spektrometru MALDI ToF, jest bardzo nieefektywna (39).
Z kolei metoda barwienia srebrem wg Schevchenki (43), opisywana jako kompatybil-
na z metodami MS, umozliwita uzyskanie zadowalajgcych wynikdw identyfikacji
biatek jedynie przy uzyciu czutej metody LC-MS/MS, lecz nie z wykorzystaniem tech-
niki MALDI ToF. W ostatnich latach w literaturze pojawito sie kilka prac opisujgcych
wplyw srebra na wydajnos¢ identyfikacji biatek i mechanizm oddziatywania takiego
barwienia z metodami spektrometrii mas (44,45). Rola samego srebra nie jest do
konca jasna. Wydaje sie jednak, ze to nie metal jest odpowiedzialny za dramatyczny
spadek wydajnosci (46), lecz formaldehyd, ktdry sieciujgc biatko w Zelu nie tylko
moze obniza¢ wydajnos$¢ identyfikacji, ale rdwniez zafatlszowywac¢ wyniki. Zastapie-
nie formaldehydu innym czynnikiem redukujgcym poprawia wydajnos¢ identyfikacji,
jednak i tak nie jest ona porownywalna z wynikami uzyskanymi po barwieniu CBB.
Ponadto spada czuto$¢ detekcji i pojawia sie ciemne tto utrudniajace dalsze proce-
dury (44). Przy wyborze metody barwienia musimy zatem kierowac sie réwniez ro-
dzajem metody, ktérg bedziemy stosowa¢ nastepnie do identyfikacji biatek. Teore-
tycznie, jezeli prazek lub plamka sg widoczne po wybarwieniu kazdg metoda, ozna-
cza to, ze zawartos¢ w nich biatka jest wystarczajgca do analiz. W praktyce jednak,
im wiecej biatka w plamce czy prazku, tym stosunek sygnatu do szumu bedzie wiek-
szy. Dlatego tez w przypadku identjTikacji biatek metoda tandemowej spektrome-
trii mas, technika srebrowa bez uzycia aldehydu glutarowego (43) jest wystarcza-
jaca. Niestety identyfikujac biatka z wykorzystaniem spektrometru MALDI ToF, kté-
ry charakteryzuje sie mniejszg czutoscia i rozdzielczoscia, trzeba korzystac z innych
technik.

Barwnikiem fluorescencyjnym o czutosci detekcji poréwnywalnej do srebra, jest
oparty na zwigzkach rutenu SYPRO Ruby (Molecular Probes). Wiaze sie on niekowa-
lencyjnie do peptyddw rozdzielonych w zelu; nie stwierdzono tez jego interferencji
z metodami identyfikacji biatek, a procedura barwienia jest szybka i tatwa. Minusem
tej metody jest konieczno$¢ stosowania drogich robotow do wycinania prazkow czy
plamek wybarwionych biatek, gdyz sg one widoczne tylko po naswietleniu Swiattem
0 odpowiedniej dtugosci fali i tylko przez krétki czas.
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Barwienie Blue Silver

4o pH ——»

Barwienie AQNO3

Barwienie SYPRO Ruby
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Kys. 2. Poréwnanie czutosci detekcji réznych metod barwienia zeli na przykfadzie obrazéw Jedno-
i dwuwymiarowych. Oznaczone strzatkami plamki identyfikowano metodg MALDI ToF. Wyniki zestawio-
no w tabeli.
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W przypadku pézniejszej identyfikacji biatek metoda MALDI ToF, najlepsza me-
toda, jak sie wydaje, jest technika opisana przez Candiano i wsp. (47), nazwana Blue
Silver. W metodzie tej wykorzystuje sie standardowy protokoét barwienia koloidal-
nym Coomassie (48) z modyfikacjami polegajacymi na zwiekszeniu stezen: kwasu
fosforowego z 2 (vA') do 10% (vA') i barwnika CBB G-250 z 0,1 (wA") do 0,12% (wA").
Pomiar densytometryczny wskazuje, ze metodg Blue Silver mozna wizualizowac
prazek w zelu jednokierunkowym nawet po natozeniu Ing biatka. Réwniez wyniki
identyfikacji biatek wybarwionych Blue Silver sa zadowalajace. Wysoka czuto$¢ me-
tody, jak sie wydaje, wynika prawdopodobnie ze zmiany pH. W tradycyjnym proto-
kole Neuhoffa (48) pH roztworu barwigcego wynosi 1,2, podczas gdy pH mieszaniny
Blue Silver wynosi 0,5. Jest wysoce prawdopodobne, ze obnizenie pFl powoduje
protonacje niektérych reszt aminokwasowych (gtdwnie Glu i Asp) i jednoczesnie
moze obnizaé liczbe tadunkdéw ujemnych w tancuchu peptydowym. Dzieki temu
utatwia tworzenie mostkow jonowych pomiedzy barwnikiem, a aminokwasami. Praw-
dopodobnie pojawiajg sie rowniez dodatkowe oddziatywania hydrofobowe (47). Na
podstawie przeprowadzonych poréwnan zeli jedno- i dwuwymiarowych (rys. 2) bar-
wionych azotanem srebra (43), SYPRO Ruby (49) i metodg Blue Silver wykazano, ze
roznice w czutosci detekcji nie sa duze (39). Gzulosé metody Blue Silver jest zblizo-
na do tej uzyskanej na zelu barwionym SYPRO Ruby. Najwiekszg liczbe plamek wi-
da¢ na zelu barwionym metoda srebrowa. Plamki biatek oznaczone strzatkami zo-
staty wyciete i identyfikowane metoda MALDI ToF. Na osiem biatek wybarwionych
technika Blue Silver powiodta sie identyfikacja wszystkich biatek, natomiast wsréd
12 biatek wybarwionych srebrem zidentyfikowano jedynie jedno (tab.). Jednak
i w tym przypadku sg widoczne roznice w jakosci uzyskanego wyniku. Stopien po-
krycia sekwencji dla biatka w”~barwionego CBB wynosi 40% przy 9 zidentyfikowa-
nych peptydach, natomiast dla biatka wybarwionego srebrem jest to jedynie 29%
przy 6 zidentyfikowanych peptydach. Na rysunku 3 przyktadowo pokazano porow-
nanie map peptydowych jedynego biatka zidentyfikowanego metodg MALDI ToF.
Charakterystyczny jest ubogi sktad peptydowy proby barwionej srebrem (widmo B)
w stosunku do préby wybarwionej Blue Silver (widmo A) co wyraznie potwierdza ne-
gatywny wplyv/ tej techniki na wydajnos¢ i jakos¢ identyfikacji. Dodatkowo mozna
zaobserwowaé na tym widmie duzg liczbe pikow o m/z ponizej 1000 Da nie po-
chodzacych z biatek oraz wysoki stosunek sygnatu do szumu. Takich pikéw nie ob-
serwuje sie na widmie masowym produktéw trawienia biatka wybarwionego Blue Si-
Iver, widoczna byta za to wieksza liczba pikow pochodzacych od peptydéw i mata
ilos¢ zanieczyszczen.
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Tabela

Biatka $cian komérkowych zawiesiny Arabidopsis po rozdziatach 2-DE

Nr biatka Stopieri pokrycia
Nr plamki Metoda barwienia Identyfikacja biatka w bazie P p y Score  Liczba peptydow
sekwencji (%)
MSDB
1 Blue Silver biatko reakcji obronnych  Q8LGC3 45 74 20
LRR
2 Blue Silver biatko biorace udziat Q940G5 40 98 9
w aposporii
3 Blue Silver biatko biorgce udziat  NP0010308 32 60 8
w aposporii 15

4 Blue Silver peroksydaza AtPo2 CAAG67551 36 73 9

5 Blue Silver biatko o nieznanej funkcji BAB10799 15 62 8

6 Blue Silver acetyloesteraza pektyn Q940J8 28 76 8

7 Blue Silver proteaza aspartytowa T47599 19 73 6

8 Blue Silver biatkowy inhibitor Q541D6 40 82 9
potigalakturonazy
la-7a AgNO03 nie zidentyfikowany

8a AgNO03 biatkowy inhibitor Q541D6 29 62 6
potigalakturonazy
9a-12a AgNO3 nie zidentyfikowany

Biatka wybarwiono dwiema metodami: Blue silver (46) i AgNOj (42), a nastepnie analizowano metodg MALDI ToF. Cyfry
w pierwszej kolumnie odpowiadaja oznaczeniom plamek na rysunku 2.

Wyhbierajac skale rozdziatu 2DE i metode detekcji nalezy réwniez pamieta¢ o wy-
dajnosci metod izolacji biatek. Aby uzyskac¢ obraz 2DE biatek wybarwionych azota-
nem srebra tub Sypro Ruby, na zetach o wymiarach 24x25 cm, natezy zastosowac
okoto 0,1 mg biatka. Technika Blue Sitver wymaga uzycia 0,5-1 mg biatka, co np. dia
biatek Scian komorkowych tubinu wymagatoby prowadzenia ekstrakcji z ok. 0,5 kg
materiatu rostinnego. W przypadku tubinu biatego taka skata ekstrakcji nie stanowi
problemu, moze sie on jednak pojawi¢ w przypadku innych gatunkéw roslin. [105¢
tkanki otrzymywanej z korzenia jednej ro$liny Arabidopsis jest rzedu miligramow.
Podobnie z materiatem zwierzecym. Wycinki tkanki czy okreslone populacje komo-
rek to materiat niezwykite trudno dostepny, a w przypadku biatek nie istnieje techni-
ka réwnowazna do techniki PCR, ktéra umoztiwitaby amptifikacje interesujacych
makroczasteczek.

Wybierajac dtugie paski zelowe trzeba réwniez pamieta¢, ze zel do przeprowa-
dzania Il kierunku tez bedzie duzych rozmiaréw. Czesty btad popetniany podczas
przygotowywania zeli poliakryloamidowych o duzych formatach zwigzany jest
z temperaturg i czasem polimeryzacji. Zwigzanie akrylamidu i metylenobisakrylami-
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F.ys. 3. Poréwnanie map peptydowych préb wycietych z zelu wybarwionego metoda Blue silver (wid-
mo A, plamka nr { na rys. 2) i AgN03 (widmo B, plamka nr la na rys. 2). Na podstawie obu widm biatko zi-
dent'-fikowano jako biatkowy inhibitor poligalakturonazy.

du.jak sie wydaje, trwa okoto 0,5-1 godziny w zaleznosci od wielkosci zelu. Jednak
polineryzacja, szczeg6lnie w duzych zelach, trwa Jeszcze kilkanascie godzin, a jej
wihasciwy przebieg ma miejsce w temperaturze pokojowej. Przeprowadzanie elek-
troforezy w zelach nie do konca spolimeryzowanych prowadzi do zaburzen roz-
dzialu oraz powstania tla. Ponadto, powstate wskutek zbyt krétkiej polimeryzacji
mono- i oligomery akrylamidu moga by¢ przyczyna wysokiego tla widocznego na
widmach masowych (50). Najlepiej zatem przygotowa¢ zel, odczeka¢ godzine az
spolimeryzuje, a nastepnie, po zawinieciu w wilgotng bibule, pozostawi¢ w tempe-
raturze pokojowej przez noc.

Aby dodatkowo podnie$¢ powtarzalno$é analiz, skrécié¢ ich czas i znacznie
zmniejszy¢ ilo$¢ materiatu niezbedng do rozdziatéw 2DE, mozna zastosowac elek-
troforeze roznicowg 2D DICE (ang. difference gel electrophoresis) (51). W technice tej
przed rozdziatem stosuje sie niezalezne znakowanie préb za pomoca znacznikow
fluorescencyjnych Cy2, Cy3 i Cy5. Tak wyznakowane préby miesza sie nastepnie ze
sobg i rozdziela w jednym zelu. Po zakoniczonej elektroforezie, wykorzystujac rézne
wihasciwosci spektralne znacznikéw Cy, z jednego zelu mozna uzyskaé trzy mapy
proteomiczne poszczegdlnych prdb, co umozliwia unikniecie btedéw technicznych
zwigzanych z przeprowadzeniem samej elektroforezy. Ponadto technika ta pozwala
na zastosowanie tzw. standardu wewnetrznego, ktdry przygotowuje sie poprzez
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zmieszanie ze sobg tej samej ilosci wszystkich prob z eksperymentu. Dla przykiadu,
w doswiadczeniu, w ktérym poréwnuje sie préby kontrolne z prébami badanymi,
standardem wewnetrznym bedg wszystkie proby kontrolne i wszystkie proby bada-
ne zmieszane ze sobg w jednej probdwce i wyznakowane Cy2. Prébe taka zawsze
rozdziela sie na jednym zelu z jedng préba kontrolng wyznakowang Cy3 i jedng
préba badang wyznakowang Cy5, co znacznie podwyzsza powtarzalnos¢ analiz, po-
niewaz obserwowana zmiana w prébie kontrolnej, bedzie zawsze miata odbicie
w standardzie wewnetrznym. Wada tej metody jest to, ze nie widac ,,gotym okiem”
plamek biatek, ktére powinny zosta¢ wyciete do identyfikacji. Rozwigzaniem, jak
juz wspomniano, moga by¢ urzadzenia do automatycznego wycinania ptam, (ang.
Spot Picker), niestety sg one bardzo kosztowne.

4. ldentyfikacja biatek metodami MS

Wyizotowane mieszaniny biatek po oczyszczeniu, rozdzieleniu metodg 2DE oraz
wizualizacji poddaje sie analizie za pomoca specjalistycznego oprogramowania, za
pomoca ktérego dokonuje sie porownan ilosciowych i jakosciowych uzyskanych
map proteomicznych. W celu identyfikacji biatek najczesciej uzywanymi metodami
sg. ESI-MS/MS, czyhi tandemowy spektrometr z jonizacjg poprzez elektrorozprasza-
nie i MALDI ToF. Istotg metody ESI-MS/MS jest uzyskanie widm fragmentacyjnych na
podstawie ktérych mozliwe jest ustalenie sekwencji badanego biatka. W metodzie
MALDI Tof uzyskuje sie jedynie mapy peptydowe, ktére poréwnuje sie nastepnie
z danymi zawartymi w bazach biatkowych i na tej podstawie dokonuje sie identyfi-
kacji biatka. Nie jest mozliwe ustalenie sekwencji aminokwasowej badanego biatka,
w rezultacie mozliwa jest jedynie identyfikacja biatek juz znanych, ktérych sekwen-
cje zdeponowane sg w bazach.

Plamki zawierajace interesujgce nas biatka, po wycieciu z zelu przygotowuje sie
do identyfikacji. Przygotowanie polega na przeprowadzeniu serii ptukan, dzieki cze-
mu z zelu sg wymyw'ane pozostatosci barwnikow, sole i detergenty. Ma to istotne
znaczenie, gdyz w analizach MS barwnik CBB daje charakterystyczny pik o masie
(m/z) 832 Da, ktdrego intensywnos$¢ jest wprost proporcjonalna do zawartosci CBB
w prébie. Przeprowadza sie rowniez reakcje redukcji, w celu rozbicia mostkéw di-
siarczkowych do wolnych grup -SH, ktore nastepnie blokuje sie w reakcji alkilacji.
Etap ten znacznie poprawia wydajnos$¢ trawienia biatek, gdyz grupy -S-S- s3 mato
stabilne podczas hydrolizy i moga ulega¢ przegrupowaniom lub w inny sposéb za-
burza¢ rozcinanie polipeptyddw przez proteazy. Na etapie przygotowywania préb
do trawienia ogromny wptyw na jako$¢ analiz uzyskanych metodami spektrometrii
mas ma czystos¢ i jako$¢ odczynnikéw oraz stosowanych akcesoriow. Zasade te po-
winno sie stosowac na kazdym etapie analiz proteomicznych, jednak wiasnie ta faza
przygotowan jest szczegdlnie wrazliwa na pewne czynniki. Stosowane wyroby pla-
stikowe powinny cechowac sie podwyzszong odpornoscia, szczegdlnie na rozpusz-
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Rys. 4. Poréwnanie map peptydowych uzyskanych metodg MALDI ToF. Widma A i B obrazujg wplyw
przygotowania trypsyny oraz obecno$ci zanieczyszczen na Jako$¢ uzyskanych widm. Na podstawie ta-
kich widm nie zidentyfikowano analizowanego biatka. Dwie mapy peptydowe ponizej (C i D), uzyskane
po wyeliminowaniu probleméw technicznych, pozwolity na pomysing identyfikacje biatka. Szczegoty
w tekscie.
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czalniki, bowiem niektére z nich, np, acetonitryl, moga wyptukiwaé z tworzyw
zwigzki zakocajgce wyniki analiz. Dotyczy to zwiaszcza prébek przygotowywanych
do analiz technikg MALDI ToF, ktdra jest bardzo czuta na niewielkie nawet ilosci za-
nieczyszczen (plastyfikatory, inicjatory polimeryzacji) wymytych z kolorowych tip-
sow, probowek plastikowych niezbyt dobrej jakosci, a hawet pudru z rekawiczek la-
teksowych, Niedoktadnie wyptukany detergent uzywany do mycia szkta czy sol sto-
sowana we wspétczesnych zmywarkach moga doprowadzi¢ do sytuacji, w ktorej ty-
godniami przygotowany eksperyment zakoriczy sie niepowodzeniem, poniewaz na
widmach masowych zamiast sygnatow peptydow pojawig sie przede wszystkim piki
pochodzace od chlorku sodu. Zasadnicze znaczenie dla jakosci uzyskanych wyni-
kow identyfikacji, ma rowniez sposéb przygotowania oraz przechowywania trypsy-
ny. Zamrazanie i rozmrazanie enzymu moze doprowadzi¢ do utraty jego aktywnos-
ci. Na rysunku 4 pokazaliSmy przyktadowe poréwnanie widm masowych uzyskanych
metodg MALDI ToF (39). Dwa gdrne widma (A i B) uzyskano dla préb biatkowych
przygotowanych za pomocga kilkukrotnie rozmrazanej trypsyny i akcesoriéw plasti-
kowych niezbyt dobrej jakosci. Widoczne piki, w wiekszosci 0 masie do 1000 Da,
pochodza z zanieczyszczeh proby i matrycy; peptydy o masie 1163 i 1179 Da to
fragmenty keratyny. Widoczny jest tylko jeden peptyd o masie 1567 pochodzacy
prawdopodobnie z analizowanego biatka. Na podstawie takiego widma nie jest
mozliwe utworzenie mapy peptydowej biatka. Charakterystyczne sa rowniez wyso-
kie intensywnosci pikéw pochodzacych z zanieczyszczen, pikéw pochodzacych od
barwnika CBB (832 Da), czy trypsyny (842 Da) w stosunku do intensywnosci peptydu
0 m/z 1567. Przy takim stosunku sygnatu do szumu, wiekszos¢ oczekiwanych pikéw
po prostu nie zostanie ujawniona. Umieszczone widma masowe C i D uzyskano dla
biatka analizowanego po wyeliminowaniu probleméw technicznych zwiazanych
zZ przygotowaniem do trawienia. Widocznych jest kilkanascie peptydéw uzyskanych
po strawieniu badanego biatka i niewiele pikow o masie ponizej 1000 Da. Brak réw-
niez drastycznej roznicy miedzy intensywnoscig pikow analizowanego biatka, a pi-
kiem pochodzacym z autotrawienia trypsyny (842 Da).

W niektorych przypadkach wiasciwy dobdr opisanych parametréw nie wystarczy
do identyfikacji biatek. Istnieje pula biatek Scian komérkowych o unikatowym wzor-
cu N-glikozylacji wykazujacych powinowactwo do lektyny - aglutyniny z kietkow
pszenicy. Wczesniej wykazano, ze biatka te cechujg sie wysoka odpornoscia na tra-
wienie proteolityczne (39). W zwigzku z tym niemozliwa jest ich identyfikacja za-
rowno metodg LC-MS/MS jak i metodg MALDI ToF. Dopiero denaturacja i deglikozy-
lacja enzymatyczna biatek przy uzyciu rekombinowanej N-glikozydazy F, pozbawia
je odpornosci proteolitycznej, dzieki czemu mozliwe staje sie trawienie trypsyng
[ wykonanie analiz metodami spektrometrii mas (39).

Problematyczna jest réwniez analiza i identyfikacja biatek z organizmdw, kto-
rych genom nie zostat jeszcze poznany, np. z tubinu. Szczegdlnie dotyczy to meto-
dy MALDI ToF, gdyz ze wzgledu na niemozno$¢ sekwencjonowania peptydow, wyni-
ki uzyskiwane tg metodg sg niewystarczajgce do identyfikacji biatek (39). Aby biatko
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zostato zidentyfikowane, jego sekwencja lub sekwencje biatek podobnych musza
by¢ obecne w bazach danych. Jesli nie zostato ono opisane i jego sekwencja nie
znajduje sie w bazach, programy, ktére na podstawie mapy peptydowej uzyskanej
metoda MALDI ToF przeprowadzajg identyfikacje, nie wskaza odpowiedniego biat-
ka, mimo uzyskania wiarygodnych widm masowych. Dla przykiadu, wiele biatek
tubinowych zidentyfikowano jedynie przy uzyciu techniki LC-MS/MS, a wigkszos¢
z uzyskanych sekwencji przypisano do homologéw z innych gatunkéw roslin ponie-
waz dla tubinu brak bylo jakichkolwiek anotacji (39).

Kolejnym istothym elementem badan proteomicznych sg analizy bioinformatycz-
ne uzyskanych wynikéw. W bazach danych istnieje bardzo wiele blednych sekwencji
biatek. Wsréd wspomnianych juz tubinowych biatek $cian komérkowych (39) zna-
lazty sie m.in. homotogi dwoch esteraz pektynowych z Arabidopsis, metyloesterazy
pektyn z marchwi, i metyloesterazy pektynowej {Populus tremula x P. tremuloides). Po-
mimo wielokrotnie udokumentowanej lokalizacji tych enzyméw w Scianach komor-
kowych (52,53), na podstawie analizy bioinformatycznej uzyskanych sekwencji nie
wykazano obecnosci sekwencji kierujgcych na szlak sekrecyjny. Mozna zatem sg-
dzi¢, ze zdeponowane sekwencje w bazach danych sg niepetne lub btedne. Podob-
nie, w przypadku chitynazy klasy V z tytoniu uzyskano mato wiarygodne wyniki bio-
informatycznych poszukiwan sekwencji sygnatowych (39). Program PSORT, ktory na
podstawie sekwencji dokonuje predykcji lokalizacji biatka, wykryt w tym biatku se-
kwencje Kierujaca do mitochondrium, natomiast program TargetP (o podobnej funk-
cji) nie znalazt zadnej sekwencji kierujacej, czy to do mitochondriéw, czy do chloro-
plastéw, czy tez na szlak sekrecyjny. Chitynaza klasy V wykazuje aktywno$¢ prze-
ciwgrzybowa wobec kietkujacych spor Fusarium solani (54). Cho¢ aktywno$¢ enzyma-
tyczng chitynazy obserwowano gtéwnie wewnatrz komorki, sygnat pochodzacy od
tego biatka zaobserwowano takze w ekstraktach biatek zewnatrzkomdrkowych. Pe-
roksydaza 2 odgrywa istotng role w tworzeniu mostkéw dehydrodiferulowych lub
izodityrozynowych, a zatem wigzan poprzecznych wzmacniajgcych sciany komoérko-
we oraz w polimeryzacji lignin podczas tworzenia Scian wtérnych. Interesujace, ze
na podstawie analizy bioinformatycznej sekwencji tego biatka, nie wykazano obec-
nosci zadnego peptydu sygnalnego, cho¢ w bazie NCBI odnosnikiem literaturowym
do sekwencji biatka AA013838, a zatem zidentyfikowanej peroksydazy, jest publi-
kacja opisujaca peroksydaze apoplastyczng (55). Uzyskane wyniki moga podwazaé
wiarygodnos¢ algorytméw stosowanych w programach TargetP i PSORT, stosowa-
nych powszechnie do predykcji lokalizacji komorkowej. Rdwniez kryteria podane
przez jamet i wsp. (56), niezbedne do uznania danej sekwencji za biatko $cian ko-
morkowych: obecnos$¢ sekwencji sygnalnej, brak sekwencji KDEL i brak domen hy-
drofobowych, w obliczu uzyskanych wynikéw nie sa do konica przekonujace.

Na zakonczenie warto jeszcze wspomnie¢ o jednej kwestii. Analizujac biatka ros-
lin nalezy pamieta¢, ze peroksydazy $cian zachowujg aktywno$¢ nawet po wieloeta-
powej metodzie ekstrakcji (rys. 5), a takze po rozdziale elektroforetycznym w wa-
runkach denaturujacych (39). Swiadczy to o ich bardzo duzej trwatosci i zdolnosci
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Rys. 5. Aktywnosci peroksydaz $cian komérko-
wych izolowanych z gérnej (G) i z dolnej czesci (D) hi-
pokotyla oraz z korzenia (K) 20-dniowej siewki tubinu
biatego po rozdziatach metoda SDS-PAGE. Zele bar-

wiono z uzyciem o-dianizydyny i HjOj (57).

do renaturacji. Stad w doswiadczeniach, ktérych etapem analitycznym jest immuno-
detekcja biatek roslinnych z uzyciem przeciwciat wtérnych nalezy unika¢ stosowa-
nia przeciwciat sprzezonych z peroksydaza chrzanows, a raczej stosowac koniugaty
z fosfataza alkaliczna.

Podsumowujac, analizy proteomiczne sg whbrew pozorom bardzo skomplikowa-
ne, a zaplecze tych analiz ma ogromny wpltyw na jako$¢ uzyskiwanych wynikow.
Sprzet o wysokich walorach technicznych nie gwarantuje sukcesu w identyfikacji
biatek, a optymalizacja przygotowania préb wymaga niezwyklej starannosci na
wszystkich etapach analiz. Uzyskanie wiarygodnych wynikow przy wykorzystaniu
zaréwno spektrometru MALDI ToF jak i LC-MS/MS jest zalezne od bardzo wielu
czynnikdw. Parametrami krytycznymi sa: sposéb przygotowania i oczyszczania bia-
ek, wybor techniki barwienia zeli poliakryloamidowych, a takze jako$¢ stosowa-
nych odczynnikéw i materiatdw plastikowych.

Praca powstata w ramach realizacji projektéw badawczych finansowanych przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego: 3 P04C 011 22, 2 P04C 055 29, PBZ-MNil-2/1/2005 i N N402 2098 33.
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