Lumiprobe

Proteinmarkierung mit Differentialproteomik-Reagenzien 3Dye

Die Differentialproteomik erméglicht den Vergleich grofer Mengen von Proteinen, die aus verschiedenen biologischen Quellen
stammen. Ubliche Beispiele sind behandelte und unbehandelte Zellen oder auch unterschiedliche Bakterienstamme. Kleine
Unterschiede in einer groBen Anzahl von Kompanenten kénnen mittels der Differentialproteomik festgestellt werden.

Der Analysensatze Lumiprobe 3Dye Kit ist drei Farbstoffe mit der Bezeichnung Cyanin 2, Cyanin 3 und Cyanin 9, die spektral
ausgepragt, jedoch mobilitdtsangepasst sind. Somit komigrieren mit diesen Farbstoffen markierte Proteine in der
Gelelektrophorese. Die Anlagerung der Farbstoffe an Proteine wird iiber die NHS-Ester-Markierungschemie erreicht. Dabei
sind Lysine vorherrschende Stellen fiir die Markierung.

Die bewahrte Verfahrensweise der 2D-Proteomik nutzt eine intern gebildete Vergleichsprobe, die im Wesentlichen ein
Gemisch aus beiden markierten Proteomen mit einem der Farbstoffe ist. Hierfiir ist Cyanin 2 zu verwenden. Die beiden
anderen Farbstoffe, Cyanin 3 und Cyanin 5, sind fiir alle Versuche gegeneinander austauschbar.

Die 3Dye-Reagenzien sind in abgemessenen Packungen zu 5 nmol, 10 nmol und 25 nmol erhéltlich. Die Farbstoffe sind
gefriergetrocknet, um ihre Gebrauchsfahigkeitsdauer zu verlangern. Eine jede Packung ist vor ihrer Verwendung mit DMF auf
ihre urspriingliche Konzentration zu ldsen oder zu verdiinnen. Die Qualitdt des DMF ist fiir die Versuche und fiir die
Gebrauchsfahigkeitsdauer der Produkte sehr wichtig. Daher markierungsfahiges DMF kommt mit den drei Farbstoffen in dem
Kit.

Die Zubereitung des Proteingemisches ist der variabelste und anspruchsvollste Teil der Gehaltsbestimmung. Sie liegt
auBerhalb des Geltungsbereiches des Protokolls, da unterschiedliche Proben sehr unterschiedliche Lysebedingungen erfordern,
um Proteingemische zu erhalten, die fir die Gehaltshestimmung geeignet sind. Im Wesentlichen sind beide zu vergleichende
Proben unter gleichen Bedingungen zu lysieren, um aussagekréftige Ergebnisse zu erhalten. Wenn der Versuch eine Lyse
erforderlich macht, werden im Allgemeinen auf CHAPS basierende Lyseldsungen empfohlen.
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Nach der Zubereitung der heiden zu vergleichenden Proteingemische kann
das folgende Protokoll fiir die Durchfithrung der Markierung verwendet
werden.

1. Bereiten Sie eine Stammldsung von 1 mM von jedem Farbstoff zu, indem Sie 1 ul DMF (aus dem Kit) pro 1 nmol eines

jeden Farbstoffes zugeben. Diese Losungen sind bei -20°C drei Monate lang stabil. Um die Gebrauchsfahigkeitsdauer
zu gewahrleisten, entfeuchten und tauen Sie die Réhrchen vor dem Offnen vollsténdig auf, spiilen Sie sie nach Mdglichkeit
vor dem VerschlieBen mit einem Inertgas.

. Stelen Sie die Proteingemische auf einen pH-Wert von 8,5 ein, indem Sie einen aminfreien Puffer (NaHCO,, Acetat)

verwenden. Bereiten Sie drei Markierungsreaktionen in getrennten Glasflaschchen vor: eine unbehandelte, eine
behandelte und eine als Mischung aus beidem (interne gebildete Vergleichsprobe). Die Proteinkonzentration sollte
im Idealfall 5 bis 10 mg/ml betragen, sie kann jedoch auch in einer niedrigeren Konzentration von bis zu 1 mg/ml
verwendet werden. Nehmen Sie 50 ug von Protein pro Reaktion.

. Bereiten Sie Arbeitslésungen der Farbstoffe zu, indem Sie aliquote Teile von 1 mM der Stammldsung nehmen und mit

DMF auf 0,4 mM verdiinnen.

. Geben Sie 1 pl der Arbeits-Farbstofflésung zu dem Reaktionsgemisch zu: Cyanin 3 fiir unbehandelt, Cyanin 5 fir behandelt

(beziehungsweise umgekehrt) und Cyanin 2 fiir die gebildete interne Vergleichsprobe. Mischen Sie das Reaktionsgemisch,
indem Sie es ein- und auspipettieren und 30 Minuten lang an einem lichtgeschiitzten Ort stehen lassen.

. Stoppen Sie die Reaktionen, indem Sie 1 ul von 10 mM Lysin zu einer jeden Ldsung zugeben (dies ist nicht in dem

Analysensatz — Kit — beinhaltet, jedoch ist dieses Reagens problemlos erhéltlich).

. Fiihren Sie die drei Praben zusammen und fiihren Sie die 2D-Gelanalyse durch.

. Fiihren Sie die Analyse mit einem Bildrechner durch, der fiir den Nachweis von Cyanin 2, Cyanin 3 und Cyanin 5 geeignet

ist. Proteinflecken kdnnen ausgeschnitten und mittels Massenspektrometrie analysiert werden.
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