Dwuwymiarowa elektroforeza zelowa:
od eksperymentu po profile ekspresiji.
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Streszczenie

Dwuwymiarowa (dwukierunkowa) elektroforeza zelowa
(2-DE) jest metodg znana od lat 70. poprzedniego stulecia.
Zainteresowanie badaczy metodg 2-DE wynika z mozliwo-
$ci separacji nawet kilku tysiecy bialek w jednym zelu, co
pozwala na ich detekcje i identyfikacje. Dzieki wysokiej
rozdzielczosci wynikow separacji mozliwe staje si¢ ustale-
nie roli biologicznej poszczegolnych biatek czy odkrywanie
wplywu czynnikow zewnetrznych na organizmy zywe na
poziomie proteomu. Metoda 2-DE wciaz ewoluuje.
W ostatniej dekadzie nastapil ogromny postep w sposobie
przeprowadzania eksperymentow z duza powtarzalnoscig.
Zmienilo si¢ tez calkowicie podejScie do analizy obrazow
zeli i wykorzystywane do tego celu algorytmy. Ze wzgledu
na tak szybki rozwoj technik dwuwymiarowej elektroforezy
zelowej autorzy postanowili przedstawié¢ obecny stan wie-
dzy w tym zakresie. Praca sklada si¢ z dwu czesci. W pierw-
szej opisano zmiany, jakie zaszly w technikach przeprowa-
dzania eksperymentow elektroforetycznych. Druga czes¢
skupia si¢ na analizie obrazéw uzyskanych za pomocg me-
tody 2-DE, z uwzglednieniem zmian w schemacie analizy.
Pierwsza cze¢$¢ pracy koncentruje si¢ na eksperymencie
dwuwymiarowej elektroforezy zelowej. Opisano poszcze-
golne kroki eksperymentu: od przygotowania probki, przez
ladowanie probek do pierwszego wymiaru, IEF, SDS-
-PAGE, barwienie zeli, az po zapis obrazow zeli. Praca nie
porusza szczegolow biochemicznych eksperymentu.
Opisane zostaly rowniez formaty plikow, technika DIGE,
wplyw eksperymentu na dalsza analiz¢, modyfikacje post-
translacyjne oraz pozyskanie probek protein z zeli do
ewentualne identyfikacji za pomocg innych technik prote-
omicznych.

Stowa kluczowe: clektroforeza zelowa, 2-DE, eksperyment,
analiza obrazow, schemat analizy 2-DE

Abstract

Two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) is a method
commonly used since seventies of the previous century. It
owns its non weakening interest of researchers because of
the possibility of separation even a few thousands of prote-
ins in one gel, what allows for protein detection and iden-
tification. Thanks to high resolution of separation results,
it is possible to determine a biological role of particular
proteins or to discover influence of external factors on li-
ving organisms on the proteome level. Though 2-DE is still
evolving. In the last decade, a great progress has been ma-
de in the way of performing experiments and their repro-
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ducibility. Approach to the analysis of gel images and algo-
rithms used for the analysis have been entirely changed.
For the reason of such instant changes of methods and
techniques of the two-dimensional gel electrophoresis, the
authors decided to describe state of the art. This work con-
sists of two parts. The first part describes changes that ha-
ve been made in performing of electrophoretic experi-
ments. The second part concentrates on the analysis of ob-
tained images, with emphasis the analysis workflow.

The first part focuses on the experiment of the dwo-dimen-
sional gel electrophoresis. Description of particular steps
of the experiment is given: from the sample preparation,
through loading of samples for the first dimension, IEF,
SDS-PAGE, gels staining, to recording of gel images. This
work does not bring up biochemical details of the experi-
ment. File formats, DIGE technology, influence of the
expriment on the further analysis, posttraslational modifi-
cations and acquisition of protein samples from gels for
identification using other proteomic techniques have been
described in detail.

Keywords: gel electrophoresis, 2-DE, experiment, image ana-
lysis, 2-DE analysis workflow

Wstep

Dwuwymiarowa (dwukierunkowa) elektroforeza zelowa
(2-DE) jest metodg znang od lat 70. ubieglego stulecia [1].
Podstawowg zasadg dzialania elektroforezy jest migracja nata-
dowanych elektrycznie czastek w polu elektrycznym. Jej za-
daniem jest separacja czgsteczek badanej probki, a efektem
plytka pokryta zelem, zawierajgca rozdzielone czgstki. Ptytka
zelowa moze zostac zarejestrowana za pomocg odpowiedniego
skanera lub kamery jako obraz cyfrowy mozliwy do dalszej
analizy z uzyciem dedykowanych do tego celu programoéw
komputerowych. Natomiast rozdzielone czgstki, mogg zostac
wycigte z zelu (rgcznie lub przy uzyciu robota) i odpowiednio
przygotowane, aby poddac je dalszej analizie (np. spektrome-
trii mas).

Najbardziej typowym zastosowaniem elektroforezy w pro-
teomice jest separacja biatek w zaleznosci od pH oraz masy
czasteczkowej (M,). Separacja taka jest mozliwa, poniewaz
proteiny i peptydy sa substancjami amfoterycznymi
i w zwigzku z tym moga zosta¢ naladowane dodatnio albo
ujemnie, w zaleznosci od pH srodowiska, w ktérym si¢ znajdu-
ja. Dzigki temu mogg sie przemieszcza¢ w polu elektrycznym.

Ze wzgledu na duzg liczbe trudnych danych, jakie niesie ze
sobg kazdy zarejestrowany cyfrowo obraz zelu pochodzacy
z eksperymentu elektroforetycznego, analiza iloSciowa obra-
zOw zeli uwzgledniajgca przetwarzanie obrazu, modelowanie
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zjawisk zachodzacych w zelach czy estymacjg statystyczng za-
burzonych danych stala si¢ przedmiotem zainteresowan ba-
daczy r6znych dziedzin. Analizowanie obrazow zeli stato si¢
tematem interdyscyplinarnym interesujacym biologéw, leka-
rzy, chemikoéw, jak rowniez fizykow, informatykow 1 matema-
tykow.

Pierwsza grupa badaczy osiaga coraz lepsza powtarzalnos§c
eksperymentow [2-5], uzyskuje coraz doktadniejsze dane, ma
zastugi w ustaleniu zasad wykonywania eksperymentu, aby
jego wyniki bylo mozliwie tatwo analizowac, czy wreszcie za-
pewnia odpowiednie substancje chemiczne, ktére umozliwia-
ja zar6wno analizg¢ obrazu, jak i wykorzystanie rozdzielonych
protein do dalszych badan.

Druga grupa naukowcoéw odgrywa wazng role w budowie
systemow analizujacych obrazy. Na takg analiz¢ sklada sie
bardzo wiele zagadnien, poczawszy od opisania zachowan ze-
lu, takich jak na przykitad kurczenie czy pocenie w okreSlo-
nych warunkach. Czg$¢ procesu, dotyczaca przetwarzania ob-
razu przed przystgpieniem do analizy danych, nazywa si¢ ob-
robkg wstepng (preprocessing). Obrobka wstepna wymaga za-
stosowania mig¢dzy innymi aparatu statystycznego, jak row-
niez wiedzy z zakresu kodowania danych. Kazdy kolejny etap
analizy wymaga sprawnego wykorzystania informacji z réz-
nych dziedzin, co powoduje, ze jest to niezwykle skompliko-
wany proces.

Rezultatem analizy pojedynczego zelu jest iloSciowa in-
formacja o ekspresji poszczegdlnych bialek, ich punktach
izoelektrycznych oraz estymowanej masie czgsteczkowej.
Wynikiem analizy w przypadku wielu zeli jest zwykle
— oprocz informacji iloSciowych o kazdym zelu — porow-
nanie ekspresji protein pomig¢dzy zelami z danego ekspe-
rymentu.

Do uzyskania z wynikéw eksperymentu 2-DE informacji
istotnych dla dalszej analizy konieczne jest wykonanie kilku
operacji w nastepujacej kolejnosci:

1. eksperyment elektroforetyczny
® pobranie i przygotowanie probki,
® przeprowadzenie eksperymentu w pierwszym wy-
miarze (IEF),
® przeprowadzenie eksperymentu w drugim wymiarze
(SDS-PAGE);
2. wizualizacja wynikow eksperymentu za pomocg wprowa-
dzonych do zelu barwnikéws;
3. zapis obrazu zelu za pomocg skanera lub kamery w posta-
ci cyfrowej;
4. analiza obrazéw zakonczona wygenerowaniem profili
ekspresji poszczegdlnych protein;
S. analiza profili ekspresji;
6. wyciecie bialek z zeli i ich wytrawienie;
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Prébka SDS-PAGE

Rys. 1 Schemat eksperymentu dwuwymiarowej elektroforezy zelo-
wej. Probka w pierwszym wymiarge jest separowana za pomocq
metody obrazowania izoelelektrycznego (IEF). W drugim wymia-
rze podzial nastgpuje z uzyciem techniki SDS-PAGE
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7. dalsza analiza wybranych protein przy pomocy innych
technik proteomicznych (np. spektrometrii mas).

Techniki przygotowania oraz przeprowadzenia ekspery-
mentu (punkt 1) zostang omowione w tej czesci pracy, bez po-
ruszania szczeg6low biochemicznych. Podobnie barwienie
protein i ich wizualizacja (punkt 2). Przedmiotem pracy jest
rowniez transfer informacji, dotyczacych biatek zawartych
w zelu, do postaci cyfrowej (punkt 3). W drugiej czeSci pracy,
poswieconej analizie obrazu, omdwione zostang szczegélowo
stosowane schematy analizy [6]. Wynikiem koficowym anali-
zy sg profile ekspresji poszczegélnych protein i informacje
o znalezionych réznicach w ekspres;ji protein pomiedzy prob-
kami (punkt 4). Analiza profili ekspresji, wycinanie, trawie-
nie oraz dalsza analiza proteomiczna probki (punkty 5-7)
to osobne, bardzo szerokie zagadnienia, ktore nie bedg poru-
szane.

Przeprowadzenie eksperymentu
i zapis obrazu

Dwuwymiarowa elektroforeza zelowa

Dwuwymiarowa elektroforeza zelowa jest wcigz jedng z naj-
czeSciej stosowanych metod separacji bialek w proteomice.
Swoja popularnos¢ zawdzigcza wysokiej rozdzielczoSci oraz
separacji ze wzgledu na dwie, niezalezne od siebie cechy bia-
Tek — punkt izoelektryczny (pI) w pierwszym wymiarze (0§ X)
i masg czasteczkowa (M,) w drugim wymiarze (0§ Y). Schemat
eksperymentu przedstawia rys. 1. Dzieki temu mozna roz-
dzieli¢ nawet do 10 000 protein, zobrazowanych i zgromadzo-
nych na jednym zelu bez zmiany ich wlasciwosci [7]. Pozwala
to na dalszg analiz¢ wybranych bialek za pomocg spektrome-
trii mas (mass spectrometry — MS) lub bezposrednio na poréw-
nanie ekspresji poszczegdlnych protein w zaleznosci od bada-
nego czynnika. Jesli jedna plama zawiera wigcej niz jedng
proteing, nie jest mozliwa ich analiza iloSciowa na podstawie
obrazu uzyskanego z zelu, ale jest mozliwa ich identyfikacja
i charakteryzacja za pomocg spektrometrii mas.

Z powodu naktadania si¢ na siebie protein [8, 9] najbardziej
popularne sg duze formaty zeli, ktére utatwiajg separacje po-
szczegdlnych biatek. Jesli rozdzielczos¢ jest zbyt mata, mozna
podzieli¢ preparat na podstawie pl (punkt izoelektryczny
— wartos¢ pH, dla ktdrej czasteczka staje si¢ obojetna elek-
trycznie) badanych czasteczek zawartych w prdbce i przepro-
wadzi¢ analiz¢ na zelach o zachodzacych na siebie gradien-
tach pH. Eksperyment mozna przeprowadzi¢ na kombinacji
zeli o kwasowym gradiencie pH, na przykiad od 4 do 7,
i osobno zasadowym gradiencie pH od 6 do 11 [10-12]. Takie
operacje sg znacznie uproszczone dzigki paskom IPG (immo-
bilized pH gradients — ustalone gradienty pH), ktore sg dostep-
ne w szerokiej gamie gradientéw pH.

Przygotowanie probek

Aby w pelni wykorzysta¢ mozliwoSci metody 2-DE, proteiny
z pobranej probki muszg zosta¢ poddane denaturacji, rozbiciu
skupisk, redukcji oraz rozpuszczeniu [13, 14]. Dopiero takie
dzialania pozwalajg na calkowite rozerwanie wzajemnych od-
dzialywan miedzy czgsteczkami oraz zapewniaja, ze kazda
plama znajdujgca si¢ w zelu reprezentuje pojedynczy polipep-
tyd. Nie ma jednej, uniwersalnej techniki przygotowywania
probek. Wiele zalezy od pochodzenia probki, czy jest ona po-
chodzenia roSlinnego czy zwierzecego, czy pochodzi z tkanek,
komorek czy z krwi. Mozna jednak podac pewne ogdlne zale-
cenia odnosnie do przygotowania probek do badan 2-DE.

W skiad probki nie mogg wchodzi¢ zadne proteiny, czy
peptydy nienalezace do badanej probki. Probka nie moze by¢
w zaden sposob uszczuplona, poniewaz tylko kompletny pro-
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teom jest przydatny do analizy. Sprawa bardzo trudng jest
uniknigcie interakcji pomiedzy proteinami, ktére w tak
skompilowanej miksturze zdarzajg sie niezwykle czesto.
Nalezy wystrzegac sie niekontrolowanej utraty czesci protein.
Wazne jest rozerwanie wszystkich skupisk, poniewaz sa one
zbyt duze, zeby wejs¢ do zelu i w takiej postaci nie nadajg sie
do analizy. Konieczne jest przeciwdzialanie aktywnosci enzy-
mow — proteazy i fosfatazy, ktore sg aktywne rowniez w wa-
runkach denaturacji [15]. Wymagane jest rOwniez usunigcie
sktadnikow zakidcajacych analize, takich jak: sole, lipidy, po-
lisacharydy, kwasy nukleinowe, polifenole, nie usuwajac przy
tym protein [16].

Do przeprowadzenia eksperymentu niezbedna jest odpo-
wiednia liczba komérek w probce. Przyjmuje sie, ze w przy-
padku wybarwiania srebrem lub barwnikami fluorescencyj-
nymi niezbe¢dne jest okoto 100 um protein (wielkos¢ probki
okreslana jest za pomocg diugosci lancucha aminokwasow).

W celu unikniecia strat biatek ich przygotowanie musi zo-
sta¢ ograniczone do niezbednego minimum. Dodatkowo, ze-
by prébka nie zmieniala si¢ samoczynnie, nalezy jg przecho-
wywa¢ w mozliwie chtodnym miejscu, a czas od pobrania
do przeprowadzenia eksperymentu powinien by¢ jak najkrot-
szy. Poniewaz proteiny muszg zostaé wyodrebnione z probek
pochodzacych na przyklad z tkanek, proces taki moze trwac
nawet kilka dni. Probki ptynne musza zosta¢ poddane dena-
turacji, aby zapobiec interakcji pomiedzy proteinami i two-
rzeniu si¢ oligomerow polipeptydowych i agregatéw prote-
inowych.

Zbyt duza ilos¢ soli w probcee przeszkadza w IEF i powodu-
je powstanie smug na koncowym obrazie. Zachodzace reakcje
powodujg powstanie ograniczonych, poziomych obszaréw bez
plam proteinowych. Aby do tego nie dopuscié, uzywane sub-
stancje muszg by¢ najlepszej jakosci.

Obrazowanie w pierwszym wymiarze — IEF

Obrazowanie izoelektryczne (isoelectric focusing — IEF) jest
technikg stosowang do rozdzielenia biatek w pierwszym wy-
miarze techniki 2-DE (rys. 1). Podczas badania IEF proteiny
sg separowane ze wzgledu na ich punkt izoelektryczny (pI).
Technika IEF separuje proteiny w oparciu o ich relatywng za-
warto$¢ kwasowych i1 zasadowych reszt aminokwasowych.
Proteiny sg wprowadzane do unieruchomionego zelu polia-
krylamidowego, w ktorym mamy zréznicowane pH. Na prze-
ciwnych koncach zelu umieszczane sg elektrody. Migracja
bialek rozpoczyna si¢ wraz z przylozeniem pradu i zatrzymu-
je si¢ dla danej czgsteczki, gdy dotrze ona do charakterystycz-
nego dla siebie punktu izoelektrycznego. Punkty izoelek-
tryczne to wartoSci pH, dla ktorych tadunki dodatnie i ujem-
ne reszt aminokwasowych réwnowaza si¢. Dlatego proteiny
koncza wedrowke w charakterystycznych dla siebie punktach
izoelektrycznych wewnatrz zelu. Jest to rowniez sposob
na precyzyjne okreslenie pl poszczegdlnych biatek z probki.
Technika ma mozliwo$¢ niezwykle dokladnego separowania
protein. Optymalnym efektem jest rozdzielenie wszystkich
protein.

Badanie IEF mozna przeprowadzi¢ na zelach wytworzo-
nych w laboratorium, jak rowniez na dostepnych w sprzedazy
zelach majacych posta¢ waskiego i diugiego (od 7 cm do 24
cm) paska. Takie paski noszg nazwe paskow IPG, czyli pa-
skow o ustalonych gradientach pH [10]. Gradient dla paskow
moze by¢ liniowy lub nieliniowy (np. logarytmiczny). Paski
zelowe sg wykonane zgodnie z precyzyjnie okreSlonymi stan-
dardami, a ich jakos$¢ jest pod stalg kontrolg. Do przeprowa-
dzenia eksperymentu znacznie wygodniejsze sg gotowe paski
IPG, ktére zapewniajg lepszg powtarzalno§¢ wynikow, niz ze-
le wykonane w laboratorium. W pracy [17] mozna jednak zna-
lez¢ informacje o wigkszej wariancji wynikow dla paskow nie-
pochodzacych z jednego zelu niz dla paskéw, ktdrych ozna-
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czenia producenta sugerujg, ze pochodza z jednego zelu.
Wykazana rdéznica to prawie 10%. Dodatkowa zaletg goto-
wych, suchych paskoéw jest mozliwos¢ ich przechowywania,
zanim zostang wykorzystane w eksperymencie. Praca [17] za-
wiera wiele cennych informacji na temat eksperymentow na
bazie gotowych paskow IPG.

Zasadnicze roéznice pomigdzy pasakmi dotycza gradientu
pH i dlugosci paskow. Zwykle stosuje si¢ gradient o przedzia-
le od pH 3 do pH 10. Dostepne sg rowniez wezsze gradienty
kwasowe o zakresie pH 4-7 lub pH 3-7, jak rowniez zasadowe
o zakresie pH 6-11 lub pH 6-9. Zakres pH paskow moze by¢
znacznie wezszy, np. pH 4,5-5,5, a nawet wezszy, jesli jest po-
trzebny. Zastosowanie w IEF paskow o waskich, nachodza-
cych na siebie gradientach (np. 4-5, 4,5-5,5, 5-6, 5,5-6,7 1 6-9),
a nastepnie usunigcie powtarzajacych sie fragmentéw, pozwa-
la poprawi¢ rozdzielczo$¢ [12] i zwigkszyC detekcje protein
o stabej ekspresji [10, 11]. W proteomice zwykle uzywa sie¢
najdtuzszych mozliwych paskow, czyli o dtugosci 18 cm lub
24 cm, aby po przeprowadzeniu elektroforezy w obu wymia-
rach otrzymac zele rozmiaru okolo 20 cm na 20 cm. Tak wy-
soka rozdzielczosc zeli jest niezbedna do separacji wszystkich
biatek z danego proteomu. Kroétkie paski, o dlugosci 7 cm, na-
dajg si¢ bardzo dobrze do sprawdzenia poprawnosci przygoto-
wania eksperymentu.

Tuz przed uzyciem paski muszg zosta¢ nawodnione, za po-
mocg dolaczonego preparatu, dzigki czemu odzyskuja pier-
wotng grubos¢ 0,5 mm i sg gotowe do wprowadzenia probki.
Paski zelowe r6znig si¢ do§¢ mocno miedzy soba, nie tylko ze
wzgledu na diugos¢ czy gradient. Zele o duzych porach
sg zwykle stosowane do wyeliminowania efektu sita lub arte-
faktow spowodowanych réznicg w tempie migracji protein
réznych rozmiarow.

Nie bez znaczenia dla eksperymentu s stosowane prepara-
ty. Wiadomo, ze muszg mie¢ one odpowiednie wlasciwosci.
Detergenty stosowane w badaniu IEF muszg by¢ oboj¢tne
elektrycznie. Mozna stosowac tylko detergenty niejonowe al-
bo tzw. obojnacze (zwitterjonowe). Jednak jonowe detergenty,
jakie jak SDS (sodium dodecyl sulfate — laurylosiarczan sodu),
moga by¢ uzyte do przygotowanie probki, w celu lepszego
rozpuszczenia i ulatwienia usuniecia skiadnikéw wchodzs-
cych w reakcje w dalszej czgSci eksperymentu. Mate iloSci
SDS moga by¢ tolerowane podczas badania IEF, pod warun-
kiem dostarczenia duzych iloSci mocznika i niejonowych lub
zwitterjonowych detergentow, co zapewnia calkowite usunig-
cie SDS podczas eksperymentu IEF. Wigksze ilosci SDS mu-
szg zostaC usunigte przed przystgpieniem do IEF [18].

Probke do zelu mozna wprowadzi¢ na co najmniej trzy spo-
soby. Jedna z mozliwoSci to wymieszanie preparatu do na-
wadniania paska z probkg i nasgczenie takg mieszaning su-
chego paska. Poniewaz pory paska sg poczgtkowo bardzo wa-
skie, jako pierwsze znajda si¢ w nich: woda, mocznik, deter-
gent i Srodek redukujacy, a dopiero pdzniej proteiny. Taki
sposob wprowadzania probki jest bardzo czasochtonny (zaj-
muje nawet ponad 12 godzin). Cata procedura powinna si¢
odbywac w temperaturze okoto 20 °C [16].

Pozostale metody wymagajg wczeSniejszego nasgczenia pa-
ska zelowego przeznaczonym do tego celu srodkiem. Do na-
sgczonego paska probke¢ mozna wprowadzi¢ za pomocg po-
jemnika umieszczonego blisko jednego z koncoéw paska
(np. tuz przed anoda). Na koncach paska zamocowane sg elek-
trody, a pasek ulozony jest zelem do goéry. Miedzy paskiem
a elektrodami umieszczone sa papierowe filtry nasaczone wo-
dg destylowana, tak zeby elektrody byly wilgotne, ale nie mo-
kre. Do pojemnika wprowadza si¢ probke i wigcza prad.
Probka jest zatem wprowadzana za pomocg elektroforezy.

Ostatni ze stosowanych sposobow pozwala na wprowadze-
nie do paska o dlugosci 18 cm wigkszych iloSci probki niz po-
przednie (do 5 mg protein). Jest to aktywna metoda wprowa-
dzania probki. Pomiedzy jedna z elektrod (np. anodg) a pa-
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skiem zelowym umieszcza si¢ papierowy pasek nasaczony
probka (nawet 500 wL). Jesli probka fadowana jest od strony
anody, nalezy jg odsung¢ mozliwie daleko od paska IPG, a ka-
tode umiesci¢ blisko przeciwnego konca. Duza ilos¢ probki
wymaga polozenia pomiedzy katoda a paskiem IPG sporego
fragmentu papieru do pochlaniania nadmiaru wody, ktora
wydziela si¢ jako efekt ,,pocenia si¢” zelu pod wplywem ply-
nacego pradu. Elektrody - jak poprzednio — umieszczone
sg na nawilzonych wodg destylowang filtrach papierowych.

Im dtuzszy pasek IPG i im wezszy gradient pH, tym dluzej
przebiega proces badania metoda pierwszego wymiaru 2-DE.
Zbyt krotkie obrazowanie spowoduje powstanie poziomych
smug. Zbyt dtugie obrazowanie wywota wydzielanie si¢ wody
na powierzchni paska. To prowadzi do zaburzonych wzorcow
proteinowych, poziomych smug na zasadowym koncu zelu
1 utraty czeSci protein. Jesli drugi wymiar nie moze by¢ prze-
prowadzony zaraz po IEF, to pasek powinien zosta¢ natych-
miast zamrozony w temperaturze -70 °C [16].

Obrazowanie w drugim wymiarze — SDS-PAGE

Rozdzielone ze wzgledu na rézne pl proteiny w drugim wy-
miarze elektroforezy separuje si¢ ze wzgledu na ich mase cza-
steczkowg (rys. 1). Do separacji niezbedne jest zapewnienie
hydrofobowym proteinom srodowiska, ktére bedzie pozba-
wione wody, dzigki czemu proteiny zostang rozproszone
i przestang tworzy¢ skupiska. Dodatkowo trzeba natadowad
czgsteczki proporcjonalnie do ich masy czgsteczkowej.
Substancjg, ktéra pozwala na takie dziatanie, jest laurylosiar-
czan sodu (sodium dodecyl sulfate — SDS). SDS to anionowy de-
tergent, ktérego zadaniem w elektroforezie jest denaturacja
i ujemne natadowanie protein w zaleznosci od ich masy.
Efektem elektroforezy proteomu (majgcego staly fadunek
na jednostke masy) po przylaczeniu SDS jest podzial protein
ze wzgledu na ich mase. Tak jak w eksperymencie w pierw-
szym wymiarze, na dwoch koncach zelu umieszczane sg elek-
trody, a proces rozdzielania biatek zaczyna si¢, gdy wiaczony
zostanie prad. Wedrowka proteiny konczy sie, gdy staje sie
ona oboje¢tna elektrycznie.

Do przeprowadzenia eksperymentu postuzg paski, na kto-
rych znajduja si¢ rozdzielone ze wzgledu na pI bialka. Paski sg
przytwierdzane do plytki zelowej, w ktorej bedzie mial miejsce
eksperyment w drugim wymiarze. Gdy wszystko jest juz przy-
gotowane, wigczany jest prad i rozpoczyna si¢ separacja prote-
in. Pole elektryczne powoduje, ze negatywnie naladowane pro-
teiny migrujg przez zel w strone anody. W zaleznosci od roz-
miaru biatka bedg w rézny sposob przemieszczaly sie przez
siatke zelu. Mniejsze proteiny latwiej przenikajg przez pory ze-
lu, natomiast wi¢ksze mogg mie¢ z tym trudnosci i przez to po-
ruszajg si¢ wolniej. Eksperyment trwa zwykle od kilku do kil-
kunastu godzin. Czas trwania eksperymentu zalezy od nateze-
nia pragdu przylozonego do zelu: wyzsze natezenie powoduje
szybszy przebieg elektroforezy, ale daje gorszej jakoSci wyniki
(smuzenie). Natomiast zbyt male natezenie nie rozdzieli cza-
stek. Po ustalonym czasie proteiny znajdg si¢ w réznych miej-
scach zelu, zaleznie od ich masy czasteczkowej. Mniejsze pro-
teiny przebedg dluzszg droge wewnatrz zelu, podczas gdy wiek-
sze pozostang blizej miejsca, z ktérego rozpoczely wedrowke.
Z tego powodu proteiny mogg byC separowane ze wzgledu
na rozmiar, a tym samym mase czgsteczkowg [18].

Eksperyment elektroforetyczny przeprowadzany jest w spe-
cjalnym aparacie oraz przy zapewnieniu odpowiedniego §ro-
dowiska. W celu zapewnienia odpowiednich warunkéw przy-
gotowuje sie kationowy i anionowy roztwor buforowy o usta-
lonym pH i stalej sile jonowej. Warunki sg tak ustalane, aby
molekuly mialy taki sam fadunek, a tym samym przemiesz-
czaly sie¢ w tym samym kierunku.

Badanie SDS-PAGE moze si¢ odbywac w systemach piono-
wych badZ poziomych. Paski IPG po zakonczonym IEF sg
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przytwierdzane do ptytki zelowej. W przypadku systemu po-
ziomego niezbedna jest dodatkowa warstwa zelu do optymal-
nego przejscia protein z paska do zelu na plytce. System pio-
nowy nie wymaga dodatkowej warstwy zelu.

Elektroendosmoza

Na obrazach zeli czgsto obserwujemy wystepowanie smug
i zamazanych, nieostrych fragmentow. Przyczyng takiego
smuzenia sg natadowane czgsteczki znajdujgce sie w zelu lub
na powierzchni szklanych plytek, ktére ujawniajg sie w polu
elektrycznym podczas przeprowadzania eksperymentu.
W obecnosci zasadowego lub neutralnego bufora zostajg zjo-
nizowane, a nastepnie w polu elektrycznym sg przyciggane
prze anode (podczas badania SDS-PAGE). Poniewaz takie
naladowane czgsteczki sg na state umieszczone w macierzy ze-
lowej, wiec ich przemieszczanie nie jest mozliwe. ROwnowaga
fizykochemiczna musi jednak zosta¢ zachowana i dlatego jo-
ny hydroniowe wedrujg w strone katody. Takie zachowanie
nazywane jest elektoendosmozg [18].

W przypadku elektroforezy obserwujemy przeptyw wody
wraz z proteinami w strone katody, czego niepozadanym efek-
tem sg niewyraznie fragmenty obrazow zeli. Moze to by¢ row-
niez przyczyng trudnoSci w przemieszczeniu protein z pa-
skow IPG do drugiego wymiaru podczas elektroforezy (cza-
sem obserwuje si¢ ,giniecie” protein pomiedzy wymiarami).

Wplyw jakos$ci nieobrobionych danych
na jakos¢ dalszej analizy zeli

W analizie 2-DE jakos¢ surowych danych (obrazéw przed ja-
kimkolwiek przetwarzaniem) ma znaczny wplyw na otrzyma-
ne wyniki. Precyzyjne wykonanie eksperymentu jest zatem
kluczowe dla dokladnej analizy ilosciowej badanej probki.
Warto wobec tego zebra¢ informacje o konsekwencjach, jakie
niosg ze soba, z pozoru drobne biedy czy przeoczenia podczas
wykonywania eksperymentu elektroforezy.

Z punktu widzenia analizy komputerowej obrazow zeli naj-
wigkszym bledem jest przecenianie mozliwosci komputerow.
Komputer nie jest w stanie usung¢ btedow, ktore powstaly
podczas przeprowadzania eksperymentu. Dostarczajac do
analizy obrazy zeli zawierajace artefakty, duza liczbe smug lub
obrazy o bardzo ciemnym tle i malym kontrascie, zmienia si¢
wlasciwosci plam, a tym samym uniemozliwia wykonanie po-
prawnej analizy. Zaburzenia zelu moga zmienia¢ proteiny
(obcinac je), dodatkowe plamki powodujg btedy na etapie de-
tekcji plam biatkowych lub zaburzajg ich charakterystyki.
Szumy mogg uniemozliwi¢ detekcje stabych plam, ciemne tto
zmniejsza zakres dostepnych poziomow szarosci, bedacych
odwzorowaniem natg¢zenia [19]. Oprogramowanie nie powin-
no wykorzystywa¢ do analizy danych, ktore nie sg jedno-
znaczne. JeSli mozna zapobiec powstaniu szumow, artefaktow,
smug lub innych elementéw obrazu, ktore nie sg plamami
proteinowymi, to warto poswieci¢ na to czas 1 energig.
Efektem bedzie bardziej precyzyjna analiza badanych probek,
a tym samym bardziej wiarygodne wyniki.

Elektroendosmoza jest — obok artefaktow — jednym z naj-
czeSciej pojawiajacych sie efektow, uniemozliwiajacych do-
ktadng analiz¢ obrazu. Z powodu przemieszczajacych si¢ ra-
zem z biatkami niepozgdanych czasteczek nie jest mozliwe
precyzyjne oszacowanie rozmiaru bialka. Rozmiar biatka
w takim przypadku jest szacowany z duzym bledem.
Utrudnione jest rowniez wyciecie (zwlaszcza reczne) poje-
dynczej proteiny do dalszych badan.

Wigkszos¢ dostepnych na rynku programow do analizy
2-DE pozwala na reczna modyfikacje obrazéw, co ulatwia
usunigcie zbednych obiektéw. Wymaga to jednak rozroznie-
nia szczeg6low obrazu, ktore moga — lub nie — mie¢ wplyw na
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dalszg analiz¢. Istnieje wiele metod przetwarzania obrazow,
ktérych powinno si¢ unikaé. Nie nalezy dokonywaé zmian,
ktére zmienig wyniki analizy (np. usuwanie fragmentow tla).
Nie wolno tez usuwaé zadnych plam proteinowych, a czasem
trudno je odr6zni¢ od artefaktéw. Bez obaw mozna obracaé
obrazy lub obcinaé fragmenty obrazu, ktore nie sg interesuja-
ce dla badacza. Inaczej méwigc, wszystkie operacje, ktore nie
zmieniajg nat¢zenia w analizowanym obrazie, sg bezpieczne.
Problemu nie stwarzajg tez operacje liniowe, ktore bez trudu
mozna odwréci¢. Nie powoduja one utraty informacji [19].
W celu ulatwienia rozréznienia dopuszczalnych modyfikacji
i tych, ktorych nie nalezy stosowaé, wystarczy nie wykonywac
zadnych manipulacji na obrazach poza programami dedyko-
wanymi do analizy obrazu 2-DE. JeSli nie pozwalajg one na
wykonanie pewnych operacji, ktére dostepne sg w progra-
mach do obrébki obrazu, to najprawdopodobniej ze wzgledu
na specyfike danych. Przyktady takich modyfikacji to korek-
cja gamma, wyroéwnanie histogramu czy eksport do formatéw
powodujacych utrate informacji.

Barwienie probek
i wizualizacja plam proteinowych

Analiza plam mozliwa jest dzigki wprowadzeniu do zelu sub-
stancji, ktora przywiera do protein i pozwala na ich wizuali-
zacje w odpowiednim swietle. Idealny barwnik lgczy sie
z biatkami w ilosci liniowo zaleznej od masy czasteczek.
Barwnik nie powinien przywiera¢ do zelu ani zadnych sub-
stancji [19]. Wazne jest tez, zeby pozwalal na detekcje bardzo
malych ilosci bialek, poniewaz rdznice w koncentracji
w probkach biologicznych mogg siegaé nawet szeSciu rzedow
wielkos$ci [20]. Niepozgdanym efektem jest saturacja, ktora
utrudnia p6zniejsza normalizacje i charakteryzacj¢. W prak-
tyce, w zaleznosci od uzytego barwnika, tylko biatka o silnej
ekspresji sg wizualizowane.

Najczesciej do barwienia protein uzywa si¢ pochodnych
srebra, badZz barwnika o nazwie Coomassie Brilliant Blue
(CBB). Metoda wybarwiania za pomocg CBB zyskala popular-
nos¢ ze wzgledu na niewygorowang cene¢ oraz kompatybilnosé
z wigkszoscig metod stosowanych po analizie technikg 2-DE,
w tym ze spektrometrig mas. Jednak zastosowanie do detekcji
CBB uniemozliwia analize bialek o stabej ekspresji, ze wzgle-
du na matla wrazliwos¢ barwnika (barwnik nie przylega w wy-
starczajgcej iloSci do takich protein). Inaczej wyglada zastoso-
wanie pochodnych srebra. Jest ono znacznie bardziej wrazli-
we niz CBB, dzigki czemu mozna wizualizowac czasteczki
o stabej ekspresji. Niestety metody barwienia srebrem nie sg
stechiometryczne. Sg one rOwniez znacznie mniej powtarzal-
ne niz CBB, przez co utrudniajg iloSciows analize¢ danych
[21]. Dodatkowo barwienie najbardziej wrazliwymi pochod-
nymi srebra uniemozliwia pdZniejszg spektrometri¢ mas.

Od pewnego czasu powszechna stala si¢ substancja Sypro
Ruby [22], ktéra jest bardziej wrazliwa niz srebro oraz
nie utrudnia pdZniejszej analizy za pomocg MS [23, 24].
Lepsze i bardziej pewne wyniki, zaréwno jesli chodzi o wraz-
liwos¢, jak i dynamike, uzyskuje si¢ w oparciu o barwniki flu-
orescencyjne oraz radioaktywne [25], polaczone z bardzo
wrazliwymi, elektronicznymi technikami detekcji [16, 26].
Maja one jednak pewne ograniczenia. Fluorescencyjne barw-
niki cyjaninowe stosowane sg z duzym powodzeniem w tech-
nice elektroforetycznej DIGE, a techniki radioaktywne — po-
mijajac wzgledy bezpieczenstwa — sg bardzo kosztowne [27].

Wizualizacja plam proteinowych nastepuje w takim swietle,
w jakim widoczny jest dostarczony wraz z probkg barwnik.
W przypadku barwienia srebrem i Coomassie Blue plamy
proteinowe s3 dobrze widoczne w Swietle dziennym. Jesli
wprowadzone zostaly barwniki cyjaninowe, do wizualizacji
wynikow eksperymentu potrzebne jest $wiatlo ultrafioletowe
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o wskazanej dla danego barwnika dtugosci fali. Barwniki zo-
staly opisane szczegétowo w pracach [19, 28-30].

Modyfikacje posttranslacyjne (PTM)

Sekwencjonowanie genomu nie pozwala uzyskac¢ informacji
na temat modyfikacji posttranslacyjnych protein (posttransla-
tional modifications — PTM). Najwazniejsze modyfikacje post-
translacyjnych to fosforylacja [31] i glikozylacja [16]. Detekcja
i charakteryzacja PTM jest jednym z zadan proteomiki.
Metoda 2-DE jest w stanie zlokalizowaé PTM, poniewaz cze¢-
sto uwidaczniajg si¢ jako wyrazne rzedy plam w jednym z kie-
runkow elektroforezy. Analiza iloSciowa fosfoprotein na
probce bakterii zostala opisana w pracy [32]. Wiecej informa-
¢ji dotyczacych metod detekcji PTM w 2-DE znajduje sie
w pracach [33-38].

Cyfrowy obraz zelu

Bezposrednie poréwnywanie zeli migdzy soba bez uzycia ja-
kichkolwiek narzedzi nie jest mozliwe. Zele szybko zmienia-
ja swoje wiasciwosci, dlatego niezbedne jest doktadne ich od-
wzorowanie na obraz cyfrowy. Zapis obrazow zeli w postaci
cyfrowej odbywa si¢ za pomocg specjalistycznego skanera lub
kamery.

Wybor urzadzenia, ktére bedzie rejestrowato obraz zelu, za-
lezy od systemu stosowanego do wizualizacji. Kamery CCD
czy densytometry sa dobrymi urzadzeniami ogdlnego zastoso-
wania, poniewaz pozwalajg na wizualizacj¢ zeli po zastosowa-
niu réznych barwnikéw. Jednak sg one bardziej podatne na
efekt przesycenia skali niz na przyklad laserowe densytome-
try, ktore dla odmiany potrzebujg wiecej czasu do zarejestro-
wania obrazu. Dodatkowo trzeba zwrdci¢ uwage na rozdziel-
czo$¢ urzadzenia, ktora nie powinna by¢ mniejsza niz 16 bi-
tow przy zapisie danych i analogicznie przy odczycie wartosci
natezenia. Densytometry laserowe czy fluorescencyjne syste-
my zapisu obrazéw to zwykle maszyny moggce odczytaé 105
wartosci intensywnosSci i zapisujgce 216 pozioméw do pliku
zawierajacego obraz zelu. Niestety systemy fluorescencyjne
s3 dedykowane dla barwnikéw fluorescencyjnych, typowych
dla techniki DIGE (difference gel electrophoresis) i nie nadajg si¢
do stosowania z innymi rodzajami barwnikéw. Wiecej infor-
macji na temat zapisu obrazow zeli i technik do tego stosowa-
nych mozna znalez¢é w pracach [39-42].

Formaty plikow do przechowywania obrazow zeli

Najbardziej powszechnym, niededykowanym formatem obra-
zO0w otrzymywanych metodg 2-DE jest 16-bitowy format
TIFF. Taki format daje mozliwo$¢ zapisu 216, czyli 65 536 po-
ziomOw natezenia skali szarosci. Natomiast urzadzenia reje-
strujace sg w stanie odczyta¢ z zelu nawet 100 000 poziomow
intensywnosci. Dlaczego wigc nie wykorzystuje si¢ informacji
tak szczegdtowej, skoro jest ona dostepna? Najlepszym argu-
mentem jest porownanie wynikOow analizy obrazow 16-
i 32-bitowych. Analiza obrazoéw 32-bitowych nie daje zauwa-
zalnie lepszych wynikow przy znacznie wigkszych wymaga-
niach sprzetowych, programowych i czasowych. Algorytmy
pracujgce na danych graficznych 16- i 32-bitowych dajg nie-
mal identyczne rezultaty przy nieporéwnywalnym czasie
dziatania.

Rozwazmy przykiad. Dobrej jakosci obraz zelu to macierz
o rozmiarach okoto 2000 na 2000 punktéw. Kazdy element ta-
kiej macierzy to 16 bitéw danych. Mnozac ilo$¢ elementow
macierzy przez ilo§¢ zajmowanego przez kazdy element miej-
sca w pamigci, otrzymujemy rozmiar pliku. Dla plikow 16-bi-
towych bedzie to 20002:16=8 MB na obraz. Analogicznie
dla plikéw 32-bitowych bedzie to 2000232, czyli 16 MB. Seria
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obrazéw do przeanalizowania z jednego eksperymentu to zwy-
kle od kilku do kilkunastu sztuk. Przy projektowaniu progra-
mu zawsze trzeba bra¢ pod uwage najgorszg opcje, co dla da-
nych pochodzacych z matody DIGE (difference gel electrophore-
sis) potraja ilos¢ zajmowanego miejsca (kazdy zel daje trzy ob-
razy). Przyjmujac, ze eksperyment sklada si¢ z 20 obrazéw
uzyskanych technikg DIGE, do analizy nalezy wczytaé 60 ob-
razéw. Wykorzystanie zapisu 32-bitowowego oznacza prawie
gigabajt samych danych wejsciowych. Algorytmy stosowane
do przetwarzania obrazéw muszg przechowywaé w pamieci
wyniki przynajmniej czesci obliczen. Cz¢s¢ danych jest ko-
piowana, inne dane sg przetwarzane, a nast¢pnie porownywa-
ne z pierwotnymi. Dlatego nie jest mozliwe analizowanie se-
rii tak duzych plikow na typowych komputerach. Nalezy tez
pamigtac, ze czas potrzebny na przeprowadzenie analizy czg-
sto nie ro$nie liniowo, a wykladniczo wzgledem wielkosci da-
nych.

Zatem jak zmniejszy¢ ilo$¢ informacji, nie pozwalajgc jed-
noczes$nie na utrat¢ waznych danych podczas rejestracji obra-
zu zelu? Do tego celu stosowana jest kompresja danych.
Format GEL, ktory zostal stworzony specjalnie do zapisu ob-
razow zeli 2-DE, uzywa algorytmu, ktory oblicza pierwiastek
kwadratowy z odczytanej przez urzadzenie rejestrujgce warto-
Sci, dzieki czemu mozna zapisa¢ informacje na 16 bitach pa-
migci. Odwzorowanie to wymaga zaokraglania duzej czeSci
wynikow, co oznacza, ze niektore dane zostang utracone. Jest
to jednak optymalny sposob kompresji, poniewaz najmniejsze
wartosci natezenia majg najciemniejsze punkty obrazu, czyli
fragmenty plam proteinowych, ktére majg bardzo silng eks-
presj¢. Sa to fragmenty obrazu, ktére bez wzgledu na zastoso-
wang kompresje pozostang bardzo dobrze widoczne. Bialka
o matej ekspresji sg jasnymi plamami na obrazie, a wartoSci
natezenia odpowiadajgce ich ekspresji sg duze. Oznacza to,
ze najwiecej informacji tracimy w przypadku dobrze widocz-
nych punktéw, a najmniej dla punktéw bardzo jasnych.
Inaczej mowigc, biatka o stabej ekspresji zostang odwzorowa-
ne znacznie lepiej niz biatka o silnej ekspresji, a taka sytuacja
powoduje, ze dalsza analiza moze odbyc¢ si¢ bez obawy o po-
prawno$¢ otrzymanych wynikow.

Wigkszos¢ systemow do analizy pozwala na eksport obra-
z6w w formatach GIF, JPG, BMP i innych. Nie sg to jednak
pliki, jakie powinny by¢ wczytywane do oprogramowania
analizujgcego. Te formaty nie pozwalajg na przechowywanie
tak szczegélowej informacji, jak TIFF czy GEL. Sg to tak
zwane formaty stratne. Obcinajg one duza cze$¢ informacji,
stosujac kompresj¢ danych (jest to inna kompresja niz w przy-
pdku formatu GEL). Po zastosowaniu kompresji pliki zajmu-
ja znacznie mniej miejsca w pamieci, ale nie nadajg si¢ do wia-
rygodnej analizy. Nalezy unika¢ wykonywania analizy obra-
z6w 2-DE na plikach innych niz przeznaczone do tego celu.

Wycinanie protein

Po zakonczeniu komputerowej analizy obrazéw zeli znane
jest potozenie bialek, ktore majg zosta¢ poddane dalszej ana-
lizie. Kolejnym etapem jest wyciecie protein z ptytki zelo-
wej. Wycinanie najczesSciej odbywa si¢ recznie. Nie jest to
bardzo efektywny sposob, gdyz jest narazony na bledy ze
strony czlowieka. Dlatego zostaly stworzone specjalne robo-
ty, ktére wycinaja proteiny na podstawie danych dostarczo-
nych przez program do analizy obrazow zeli. Z programu
dostarczana jest informacia o polozeniu i wielko$ci plamy,
a robot precyzy]me pobiera zadany fragment zelu wraz ze
zZnaj duja,ca sie w nim protema, badZ proteinami. Bardzo waz-
ne jest wigc, aby zel nie zmienit swoich wiasciwosci do cza-
su uruchomienia robota. Uzyskuje si¢ to, unieruchamiajgc
plytki zelowe na przykiad na podkiadce ze szkla, dzieki cze-
mu nie kurczg sie [18].
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Technika DIGE

Technika DIGE (difference gel electrophoresis) opiera si¢ na ety-
kietowaniu probek przed przystgpieniem do 2-DE za pomocg
jednego z trzech fluorescencyjnych barwnikow cyjanino-
wych: Cy2, Cy3 lub Cy5 [43]. Metoda pozwala na poddanie
eksperymentowi rownocze$nie trzech probek. Przyjeto,
ze dwie probki oraz mieszanina wszystkich probek bioracych
udziat w eksperymencie (pooled internal standard) sg separowa-
ne wewnatrz jednego zelu. Probka, bedgca mieszanina, jest
p6zniej punktem odniesienia do normalizacji danych zawar-
tych w obrazach i znacznie ulatwia analiz¢ poréwnawcza.
Wizualizacja odbywa sie za pomocg roznej diugosci fal swietl-
nych, zaleznej od barwnikow. Wszystkie probki sa poddawa-
ne elektroforezie w identycznych warunkach [36, 44], dzieki
czemu metoda pozwala oming¢ problemy z dopasowywaniem
do siebie poszczegdlnych protein, gdyz znajdujg sie one do-
ktadnie w tych samych miejscach. Schemat eksperymentu
przedstawia rys. 2. Technika DIGE pozwala dwukrotnie
zmniejszy¢ liczbe zeli, ktore nalezy poddac elektroforezie
w danym eksperymencie, jednoczesSnie zwiekszajgc wiarygod-
no$¢ wynikow poprzez uwzglednienie probki standardowe;j.
Zaletg metody jest rOwniez jej pelna kompatybilno$¢ ze spek-
trometrig mas [45]. Jest to najbardziej precyzyjna metoda do-
starczajgca danych do analizy poréwnawcze;j.
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Rys. 2 Schemat eksperymentu przeprowadzanego techmkq DIGE.
Probka poddawana separacji w ]ednym zelu sklada sig z trzech wy-
mieszanych probek: standardu, czyli mieszaniny wszystkich probek
pochodzqcych z eksperymentu, probki pierwszej (np. kontrolnej)
1 probki drugiej (np. eksperymentalnej). Wizualizacja kazdej z pro-
bek odbywa sie z uzyciem innej dtugosci fal swietlnych, dzigki cze-
mu powstajq trzy obrazy, kazdy dla jednej z probek. Nastgpnie ana-
lizuje si¢ uzyskane obrazy probki kontrolnej i eksperymentalnej
(analiza porownawcza) oraz calq serig obrazow (np. analiza wa-
riancyi biologiczney)

)

D

Wybarwianie za pomocg barwnikéw cyjaninowych nie ma
wplywu na pl czasteczek, ale ujawnia si¢ w Mr. Ze wzgledu na
wplyw na probki, nalezy uzywac jak najmniejszych iloSci
barwnikow. W praktyce tylko 3-5% protein zawartych w prob-
ce jest oznakowanych. Wzrost Mr bywa problemem przy wy-
cinaniu plam do dalszej analizy innymi technikami prote-
omicznymi, np. spektrometrig mas [46].

W wyniku eksperymentow przeprowadzanych technika
DIGE mamy do czynienia z trzema obrazami (trzy probki
i barwniki) dla kazdego zelu [47]. Schemat analizy takich
obrazow rozni sie nieznacznie od schematu analizy w Kkla-
sycznym eksperymencie. Nie ma zasadniczych réznic w sto-
sowanych algorytmach. Wiekszo§¢ zmian dotyczy rodzaju
danych. Sposob planowania eksperymentéw DIGE opisano
w pracy [48].
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Podsumowanie

Proteomika od lat rozwija si¢ bardzo intensywnie [49].
Analiza proteomu jako ostatniego poziomu ekspresji genéw
rozpoczela sie wlasnie dzigki metodzie 2-DE [50]. Mimo po-
wstania wielu nowych technik i podej$¢, dwuwymiarowa
elektroforeza zelowa jest jednak wcigz jedng z niezastgpio-
nych technik proteomiki i jako taka wymaga ogromnych na-
ktadow pracy, aby otrzymywane wyniki byly jeszcze bardziej
precyzyjne, a analiza przebiegala prosciej 1 szybciej. Ostatnia
dekada pozwolila na wprowadzenie wielu udogodnien dla ba-
daczy postugujacych si¢ ta metoda.

Zaliczajg si¢ do nich: gotowe paski IPG, urzgdzenia pozwa-
lajace wykonywac eksperymenty w obu wymiarach nawet dla
20 probek rownoczesnie, technika DIGE itd. To tylko czesé
usprawnien zwigzana z samym eksperymentem. Wcigz jednak
brakuje pelnej automatyzacji zaréwno eksperymentu, jak
i dzialania oprogramowania. Otrzymywanie doktadniejszych
wynikow przybliza naukowcow do potaczenia wiedzy pote-
omicznej z genomiczng, transkryptomiczng i metabolomicz-
ng i w efekcie konstrukcji modeli opisujacych zlozone syste-
my biologiczne. m
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