


BARVENI PROTEINU

Obecne pozadavky na vizualizaci proteinu:

» vysoka citlivost
» §iroky linearni rozsah zavislosti intenzity
barvicky na mnozstvi proteinu v gelu

» kompatibilita s naslednymi analyzami
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Barveni - citlivost
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barveni stiibrem je 10-50x citlivéjsi nez Comassie brilliant blue R-250




Citlivost barveni — 2D elektroforéza

Colloidal CCB
'. - A. thalianha

Silver

A. thaliana

mnozstvi proteinu: 100 ng/gel mnoZstvi proteinu: 20 pg/gel

" v

- SYPRO Ruby

- A thaliana

mnozstvi proteinu: 20 pg/gel




Citlivost barveni — 1D SDS-PAGE
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Barveni — rozsah linearni zavislosti intenzity

barvicky na koncentraci proteinu

Zavislost intenzity CCB na koncentraci proteinu
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Zavislost intenzity SYPRO ruby na koncentraci proteinu
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SYPRO Ruby

Linearni dynamicky rozsah

= graf zavislosti intenzity barvicky (osa y)
na koncentraci proteinu (osa X)

Zavislost intenzity stfibra na koncentraci proteinu
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Barveni stfibrem — linearni zavislost pouze

v rozmezi do 100ng proteinu.

Pt1 vysSich mnozstvich odklon od linearity.




Pozadi - 3D pohled

‘ Silver

k Colloidal CCB

Charakter pozadi

Coomassie blue — Cisté pozadi s drobnymi
skvrnami barvicky

Stiibro — Cisté pozadi Casto s horizontalnimi pruhy

Fluorescencni barvicky — obvykle hrubsi pozadi
SYPRO Ruby s vyraznéjSimi skvrnami barvicky
(I1ze snadno odfiltrovat)




Proteinovy spot — 3D pohled

Colloidal CCB

Charakter piku

Pti analyze obrazu pracujeme s intenzitou
(hustotou) barvicky, ktera je imeérna
mnozstvi proteinu.

SYPRO Ruby




Detekce

Viditelné barvicky (CB, Ag):

Denzitometry

GS800 Bio-Rad

Fluorescencni barvi¢ky (Sypro Ruby):

Fluorescenc¢ni scannery
-Ex/Em spektrum se musi shodovat
s Ex/Em charakteristikami pfistroje

Storm 840 Molecular Dynamics
(Ex/Em: 450/520 nm longpass)




Vyriznuti spotu z gelu

1) Manualné (napr. skalpelem)
fluorescen¢né barvené proteiny je tteba pro manualni fezani zviditelnit
Existuji 2 mozZnosti:
UV-transiluminator — tteba chranit pokoZzku a oci
Dark Reader transiluminator — UV zateni je pomoci filtru konvertovano na
modré svétlo, ktere se vyuziva pro excitaci (pozadi se odfiltruje oranz. brylemi)

2) Automaticky — automaticky Spot Cutter napojeny na software obrazové analyzy

EXQuest Spot Cutter UV-transilluminator Dark Reader
(Ex: 302, 365 nm) (Ex: 490 nm)




BARVENI - shrnuti

» End-point barveni

» Citlivost barveni

» Kvantifikace — linearni rozsah

» Charakter pozadi

» Charakter piku

» Vizualizace

» Identifikace / Kompatibilita s naslednymi analyzami (MS analyza)

» Cena
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PDQuest — obrazova analyza

Naskenovani gelu (pti velkém rozliseni)
Uprava naskenovaného obrazku

Detekce spotu a analyza pozadi

(vyhledavani spotu a odfiltrovani pozadi)
Matching — vytvoreni Master gelu
- pfifazeni spotu
Editace spotu (vytvoreni replikativnich skupin)
Normalizace
Analytické sety = vyhledani rozdilnych spotu

(kvalitativni, kvantitativni rozdily, statistick4 analyza)




Il root- 2007-2-15 v1 (Raw 2-D Image)

Uprava naskenovan¢ho obrazku gelu
- vertical/horizontal flip
- rotation
- cropping image
- transform

transform
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puvodni scan (Raw 2-D scan)
filtrovany obraz (odfiltrované pozadi)
gaussovsky obraz

Detekce spotu a filtrace pozadi

nastaveni parametru pro vyhledani spotu a odfiltrovani pozadi
pomoci Spot Detection Parameter Wizard
vysledkem je tzv. Scanset 3 podoby kazdého gelu:

@ root- 2007-2-15 v3 =

ky obraz:
£aUSS0VSKy Oobraz.

- um¢ly obraz

- gaussovské modelovani = spoty jsou piepocitany na idealni
spoty s profilem gaussovské kiivky, které jsou snadno
kvantifikovany

- tuto formu obrazu program pouziva pro dalsi analyzu




MatchSet

v" Soubor geld, které se mezi sebou navzajem porovnavaji v ramei experimentu.

v" Jeho nezbytnou soudasti je tzv.Master gel = uméle vytvoieny gel, ktery v kone¢né
faz1 musi obsahovat vSechny spoty ze vSech geli v MatchSetu.

V" Prostiednictvim Master gelu jsou gely srovnavany mezi sebou.
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Matching spots

Ptifazeni identickych spotu mezi jednotlivymi gely. Gely se prikladaji
(streCuji) na sebe a spoty se automaticky matchuji s vytvorenym Master
gelem podle zadané miry piesnosti.

(Il fag 19-3-2007 (Matchset, Modified)

Zelen¢ oznacené
— zmatchované spoty

Match symbols (matched: 155 unmatched:207) Match symbols (matched 362 unmatched:0) Match symbols (matched: 137 unmatched: 1587
fag 19-3-2007 (Master) SES11-Ag 2007-053-19 3 (Raer 2-D Image) B12-Agz+ 2007-03-12 v3 (Eaar 2-D Image)

Cervené oznacené
— nezmatchované spoty




Replikativni skupiny

Pouziti : mame-li1 2 a vice gelu od jednoho vzorku.
Umoznuji seskupit kopie gelu dane¢ho vzorku a ur€it primérnou kvantitu

kazdeho spotu.

Analyza gelu v replikach je podminkou pro aplikaci statistickych néstroju

(napt. Student T-test).

a47 434 123 kvantity spotl
FPh FPh FPh v jednotlivych gelech
QD*Ares QD Ares QDA res
e 4415 =P 4415 =P 4603 kazo(?y §p0t ma
/ svuj histogram
Cislo spotu
a3 261 110
PPM PPM PPM
. . QD*Area QD*Area QD*Area
kvantity spotu
v replikativnich skupinach,
ktere jsou odliSeny barevné Sop 4417 cCp 4418 SCP 4603




Normalizace

Slouzi k vyrovnani intenzit jednotlivych gell, aby mohlo byt provedeno kvantitativni srovnani.

Nejcasté€jsi zptisoby normalizace:

- surova kvantita kazdého spotu na gelu je délena celkovou kvantitou vSech spott, které byly
zahrnuty do Master gelu tzv. validovanych spott

- surova kvantita kazdeho spotu je délena hodnotou celkove intenzity vSech pixel na gelu

Gel se silné€j)Sim barvenim l1ze délit faktorem.
Slaby gel nasobit faktorem nelze!

Il Datko ATX 2A- Ag+ 2007-01-29 v1 (Raw 2-D Image) (< O)(X| T Datko ATX 1A- Ag+ 20070129 v1 {Raw 2-D Image)




Analyticke sety

V" skupiny spoti, které jsou pro nas statisticky a biologicky vyznamné

umoziuje vyhledani kvalitativnich 1 kvantitativnich rozdilli mezi gely (replikativnimi
skupinami) a statistickou analyzu

Kvantitativni vyhodnocovani:
chyba vyhodnoceni softwaru je 5% smodch chyba elektroforézy je 30%smodch

v praxi vyhledavame dvoj- a vicenasobneé zmény v kvantité

11l ATX KxheatshockxRTG 30-1-2007 (Matchset)
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Priklady pouziti

Sledovani vlivu exogenniho cytokininu (BA) na zastoupeni
proteinu v semenaccich Arabidopsis thaliana

» prenos semenacki na urdity ¢asovy interval (15, 30, 120 minut) do média s obsahem
benzyladeninu

» sbérmateridlu s kofeny (root)

nadzemni Cast (shoot)  § -y
» extrakce proteind z rostlinného materialu =
» 2D elfo i B3
» vyhodnoceni geli pomoci PDQuestu — vyhledani rozdilnych proteind s m
vzhledem ke kontrole "
» vyfezani spotl + digesce BT
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