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1. Uvod
l1.1.Dvourozmérnd elektroforéza:

charakteristika a vyznam
v proteomice
Vysokorozlisovaci dvourozmeérna elektroforéza (2-DE),
ktera spojuje isoelektrickou fokusaci (IEF) v prvnim roz-
méru s polyakrylamidovou gelovou elektroforézou
v pfitomnosti  natrium-dodecyl-sulfatu ~ (SDS-PAGE)
v rozméru druhém, je vhodnou metodou pro separaci pro-
teind v komplexnich vzorcich pred jejich identifikaci
hmotnostni spektrometrii'*. Metoda 2-DE proto piedsta-
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vuje klicovou soucast proteomiky, tj. odvétvi, zabyvajici-
ho se analyzou globalnich proteinovych profild urcitych
biologickych kompartmentii — tkani, bun€k, organel atd.
Na rozdil od genomu, ktery je v ramci daného organismu
staly, je bunétny proteom promeénlivy a zavisi na fadé
vngjSich i vnitinich faktort. Studium proteomu je proto
perspektivni pfistup pro vyzkum zikladnich bunéénych
procest, jakymi jsou diferenciace, proliferace, apoptoza
a dals$i. Smyslem této studie je prezentace naSich zkusSe-
nosti s optimalizaci 2-DE pfi analyze proteomu kutecich
monoblastl transformovanych onkogenem v-myb viru
ptaci myeloblastoézy — (linie BM2), které byly pfipraveny
injekei nezralych myeloidnich buné€k infikovanych virem
AMYV do kufecich embryi a naslednou izolaci transformo-
vanych monoblastil z kostni diené”.

1.2 . Experimentalni postup pfi
2-DE a ptiprava vzorku
Experimentalni postup 2-DE zahrnuje tyto zakladni
kroky: 1. ptipravu vzorku, 2. rehydrataci komer¢niho
prouzku gelu simobilizovanym pH gradientem — IPG
stripu, 3. isoelektrickou fokusaci, 4. ekvilibraci IPG stri-
pu, 5. SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforézu —
SDS-PAGE, 6. vizualizaci proteinii a analyzu obrazu,
7. analyzu proteini. Hned prvni z uvedenych kroki, pri-
prava vzorku, do zna¢né miry rozhoduje o kvalité vysled-
ku 2-DE, ato predevSim z hlediska ispésnosti rozdéleni
bunénych proteind. Vzhledem k velkym rozdilim
v typech a ptivodu vzork je pro pfipravu konkrétniho typu
vzorku zpravidla provadéna optimalizace podminek jeho
pripravy, kterd by méla zajistit u¢innou extrakci proteinQ
ze vzorku a jejich kompletni solubilizaci, denaturaci
a redukci'. Soucasti pripravy vzorki mohou byt rovnéz
kroky vedouci k odstranéni neproteinovych komponent,
které by mohly komplikovat rozdéleni proteini a jejich
naslednou vizualizaci. Pro zamezeni ztrat proteinli by pak
méla byt priprava vzorku zkracena na minimum a zajisténa
jeho ochrana pfed proteolyzou. Proteiny jsou proto nejdii-
ve extrahovany ze vzorku tzv. lyza¢nim pufrem, ktery bud’
vyvola lyzu bunék, nebo poslouZi jako solubiliza¢ni pro-
stiedi, ve kterém je lyza vyvolana jinymi zptisoby (napf.
sonikaci). K zakladnim slozkdam lyza¢niho pufru patii cha-
otropni Cinidla, detergenty (surfaktanty), redukéni Cinidla
a amfolyty (tab. I). Lyzac¢ni pufr 1ze v dalsim kroku pouzit
pro rehydrataci IPG stripu a soucasné tak aplikovat vzorek
pro isoelektrickou fokusaci. Nékdy je vsak k tomuto ucelu
pouzivan tzv. rehydratacni pufr a to tak, Ze vzorek
v lyza¢nim pufru je zfedén rehydratacnim pufrem v mite
potiebné pro dosazeni pozadovaného mnozstvi proteint
s ohledem na délku pouzitého stripu, metodu vizualizace
i experimentalni zadmér. Vzorek nemusi byt soucasti rehyd-
ratacniho pufru a mize byt rovnéz aplikovén na jiz rehyd-
ratovany strip dodate¢né. Zakladni slozky rehydrata¢niho
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Tabulka I

Zakladni slozky lyza¢niho pufru a jejich funkce
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Mechanismus pisobeni

Vyznam

Priklady

Chaotropni ¢inidla

Detergenty
(surfaktanty)

Redukeni €inidla

Amfolyty

preruseni vodikovych mustk,
denaturace

zamezeni hydrofobnich interak-
ci, pokles povrchového napéti

preruseni disulfidovych mist-

ka, udrzeni proteint
v redukovaném stavu
vysokd pufrujici  schopnost,

rozpustnost a konduktivita v
oblasti jejich pl, omezuji elek-
trostatické interakce mezi pro-

tsolubilizace® proteinti, zlep-
Seni rozliSeni a hodnotitelnos-
ti

tsolubilizace®  hydrofobnich
proteint a proteinti po denatu-
raci a odkryti hydrofobniho
jadra

kompletni rozvinuti mnoha
proteint, zlepSeni rozdéleni
na gelu

tvorba pH gradientu, 1 solubi-
lizace® proteinti, minimalizace
jejich agregace, zlepSeni roz-
déleni na gelu

mocovina, thiomocovina

Triton X-100, NP-40, CHAPS,
ASB 14,
SB 3-10

DTT, TBP, DET

komer¢ni ptipravky (Ampholyte,
Pharmalyte)

teiny

1 — vzestup

pufru jsou obdobné jako v pufru lyza¢nim (tj. chaotropy,
detergenty, reduk¢ni ¢inidla a amfolyty), ale pro eliminaci
nekterych nezadoucich vedlejSich G¢inkl se doporucuje
snizit jejich koncentraci’. Pravidelnou souasti rehydra-
tatniho pufru je rovnéz barvivo (napf. bromfenolova
modf) umozhujici kontrolu distribuce roztoku béhem re-
hydratace stripu.

1.3.MoZnosti a vyznam solubili-
zace vzorku

Zvlasteé v proteomickych studiich je pro kvalitu vy-
sledku 2-DE velmi dilezité zajisténi solubility proteint.
ZlepSena rozpustnost proteinll zvysuje pocet rozliSitelnych
proteinovych ,,spoti“ a umoziuje rozdéleni hydrofobnich
proteint'. Zaji§téni rozpustnosti proteinfi, tj. rozruseni
proteinovych agregatii a komplext na jednotlivé peptidy,
je proto zasadnim pozadavkem pii piipravé vzorku, ktery
podminuje G¢innou extrakci proteint. Navic rozpustnost
proteinti rozhoduje o jejich vstupu do IEF gelu, zabranuje
adsorp¢nim ztratdm v prib¢hu IEF a zlepSuje jejich pfenos
z IEF stripu do polyakrylamidového gelu uzivaného pfi
SDS-PAGE (cit.*®). Pro omezeni ztrat proteinti a vzniku
nezadoucich pruhti ve druhém rozméru elektroforézy je
vhodné pouzit co nejucinngjsi solubilizacni postupy, a to
zejména u Spatné rozpustnych membranovych a jadernych
proteintl, proteint s velkou molekulovou hmotnosti a rov-
néz v pripadé nanaSeni velkého mnozstvi proteinového
vzorku na IPG strip””. V&tsina obvyklych solubilizanich
postupti vychazi z O’Farrelovy metody'® a uziva 2-4%
smési neiontovych (napf. NP-40 nebo Triton X-100) nebo
zwitterionovych (napf. 3-[(3-cholamidopropyl)dimethyl-
amonio|propan-1-sulfonat, CHAPS) detergenti, 9-10 M
mocoviny, 1% dithiotreitolu (DTT) a 2% amfolytﬁ9. I kdyz
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je tento postup u€inny u vétSiny vzorkd, existuji proteino-
vé komplexy, které nejsou timto zpisobem Gc¢inné solubi-
lizovany. Velkym zlepSenim solubiliza¢nich protokold
bylo zavedeni thiomoCoviny, vedouci ve smési
s mocovinou (optimalné smes 2 M thiomocovina/ 5-7 M
mocovina) k vytvofeni siln¢ chaotropniho prostredi, které
zlepsilo rozpustnost Spatné€ rozpustnych proteind a protei-
nii s tendenci k isoelektrické precipitaci’. Dalsi rozsifeni
Skaly ucinnych solubiliza¢nich roztokd pfinesla kombinace
obou chaotropti s novymi sulfobetainovymi surfaktanty'.
Surfaktanty jsou vybirany na zakladé¢ své rozpustnosti
aucinnosti v pritomnosti pouzitych chaotropi a podle
obtiznosti preruseni molekularnich interakei v okoli pfi-
sluinych proteind™'!. Zamérem nadi prace bylo zlepsit
podminky ptipravy vzorku leukemické bunééné linie BM2
pro 2-DE tak, abychom dvourozmérnou elektroforézou
dosahli maximalniho mnozstvi rozdélenych proteint za
vysokého rozliSeni.

7 wr

2. Experimentalni ¢ast

2.1. Chemikdlie a ptfistroje

Pro ptipravu lyza¢niho a rehydratac¢niho pufru byly pouzi-
ty nasledujici chemikalie: mocovina v analytické cistoteé
(Serva), thiomocovina v kvalit¢ ACS (Sigma-Aldrich),
CHAPS, Nonidet P-40, DTT, koktejl inhibitort fosfatas I,
koktejl inhibitord proteas (Sigma-Aldrich), fenylmethan-
sulfonylfluorid — PMSF (Serva), amfolyty Pharmalyte pH
3—-10 a Pharmalyte pH 8—10,5 (Sigma-Aldrich), bromfeno-
lova modf — sodna stl v kvalit¢ ACS (Amresco). Pro sta-
noveni koncentrace proteinti bylo pouzito ¢inidlo Bradfor-
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dové (Sigma-Aldrich) a spektrofotometr Ultrospec 2000
(Pharmacia Biotech). Pro pfipravu roztokl pro ekvilibraci
IPG stript, SDS-PAGE a vizualizaci proteint byly pouzity
tyto chemikalie: natrium-dodecyl-sulfat, glycerol 99,5+ %
v kvalit¢ ACS, Trizma base-Reagent Grade, min. 99,9%,
jodacetamid, akrylamid/methylenbisakrylamid 40% zasob-
ni roztok (29:1) (Sigma-Aldrich); N,N,N’,N’-tetramethyl-
ethylendiamin (Serva), peroxosiran amonny, glycin, min.
99%, agarosa-typ II: Medium EEO (Sigma-Aldrich), Bio-
Safe Coommassie Blue (Bio-Rad). Pro IEF byly pouzity
IPG stripy pH 3-10 a pH 4-7 délky 7 cm (Bio-Rad). IEF
byla provedena piistrojem Protean” IEF Cell (Bio-Rad).
Pro SDS-PAGE byla pouzita elektroforeticka aparatura
a zdroj elektrického napéti Power-Pac 300 (Bio-Rad).
2.2. Bunécénda linie BM2

Bunécna linie BM2 je linie kufecich monoblasti
transformovanych onkogenem v-myb viru ptaci myelo-
blastozy AMV (cit.%), ktera byla kultivovana v Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma-Aldrich) dopl-
néném o 5% fetalni teleci sérum (Gibco BRL), teplotné
inaktivované (1 h pii 56 °C) 5% kufeci sérum, 4,5 g.I”!
glukosu, 2 mM L-glutamin, 1 mM pyruvat sodny,
0,1 mg.ml™" penicilin a 0,1 mg.ml™" streptomycin (Sigma-
Aldrich). Kultivace probihala pifi 37 °C v atmosféfe 10%
CO,. Pro analyzu proteind byly buiky sklizeny
v logaritmické fazi rustu.
2.3. Pfiprava vzorku a rehydrata-
ce IPG stripu

Buiiky byly lyzovany 45 minut pfi laboratorni teploté

ve dvou zakladnich typech lyzac¢nich pufrt, jejichz hlavni
odliSnost spocivala v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti thiomo-
Coviny (pfesné slozeni je uvedeno v kap. 3). Nasledné byly
vzorky podrobeny sonikaci (8 x 2 s) jehlovym sonikéto-
rem Sonopuls HD 2070 (Bandelin, Némecko). Po sonikaci
byly vzorky centrifugovany (30 min, 15 000 g, 15 °C)
a v supernatantu byla stanovena koncentrace proteini
podle Bradfordové. Objem supernatantu odpovidajici
300 pg proteinu byl doplnén rehydratacnim pufrem
(sloZeni je uvedeno v kap. 3) na kone¢ny objem 125 pl a
vznikly roztok byl pouzit k 12 hodinové rehydrataci IPG
stripu o délce 7 cm.

2.4.Isoelektricka fokusace, ekvi-
librace, SDS-PAGE, vizuali-
zace a analyza obrazu
Rehydratované IPG stripy o délce 7 cm byly fokusovany
na fokusatoru Protean® IEF Cell (Bio-Rad) pfi 15 °C ve
3 krocich. V 1. kroku bylo elektrické napéti béhem 20 min
linedrné zvySovéano z0 V do 250 V; ve 2. kroku bylo
elektrické napéti zvySeno na 4000 V a na této hodnoté
bylo udrzovéano 2 h. Ve 3. kroku byly elektrické parametry
nastaveny tak, aby bylo celkové dosazeno hodnoty
30 kVh. Elektricky proud byl omezen hodnotou 50 pA/
strip. Po ukonceni IEF byly stripy inkubovany nejprve
15min pfi pokojové teplot¢ na vykyvné tiepacce

1132

Laboratorni pfistroje a postupy

v ekvilibracnim pufru [6 M mocovina, 20% v/v glycerol
a 2% w/v natrium-dodecyl-sulfat (SDS) v 0,375 M tris-
HCI (zésobni roztok pH 8,8)] obsahujicim 2% w/v DTT
anasledn¢ 7 min v ekvilibra¢nim pufru obsahujicim 2,5%
w/v jodacetamid a stopy bromfenolové modfi. Ve druhém
rozméru (SDS-PAGE) bylo rozdé€leni proteinti podle mole-
kulové hmotnosti provedeno v 10% T délicim gelu. Ekvi-
librované IPG stripy byly na vrcholu zaostfovaciho gelu
(4% T) ve vertikalni elektroforetické aparatufe prevrstveny
0,5% roztokem teplé agarosy. Pti zaostfovaci fazi probiha-
la SDS-PAGE pii napéti 80 V; jakmile bromfenolova
modr dosahla déliciho gelu bylo napéti zvyseno na 100 V.
Zviditelnéni proteinti rozdélenych 2-DE byla provedeno
obarvenim Bio-Safe Coomassie Brilliant Blue podle navo-
du vyrobce.

3. Vysledky a diskuse

K dulezitym aspektim pftipravy vzorku pro 2-DE,
které zésadn¢ ovliviiuji kvalitu vysledku, patfi zajiSténi
solubility proteinl, zamezeni jejich degradace a modifika-
ce endogenni proteolytickou aktivitou, pfipadné odstranéni
interferujicich substanci (napf. nukleovych kyselin)'.
Ochrana pfed proteolyzou je zvlast vyznamna u vzorkd
bohatych na proteasy, jakymi jsou rostlinné extrakty, urci-
té zivoCisné organy jako napf. slinivka bfisni, zaludek,
jatra, slezina, a material bohaty na nékteré bunécéné orga-
nely jako vakuoly a lysosomy'”. Na rozdil od téchto vzor-
ki jsme bunky BM2 nepovazovali za rizikové z hlediska
obsahu endogennich proteolytickych enzymi. Buiiky byly
podrobeny sonikaci, ¢imz jsme dosahli fragmentace nukle-
ovych kyselin a omezili tak jejich pifipadné nezadouci

Obr. 1. Tradi¢ni zpiisob p¥ipravy vzorku dle O’Farrella'
neposkytuje po 2-DE kvalitni rozdéleni proteint izolovanych
z bunék BM2; pro pfipravu vzorku jsme pouzili lyzaéni pufr
obsahujici 9 M mocovinu, 2% NP-40, 3% CHAPS, 70 mM DTT
a 2% amfolyt pH 8-—10,5 a rehydratacni pufr obsahujici 8 M
mocovinu, 4% CHAPS, 100 mM DTT, 0,001% bromfenolovou

modf a 0,2% amfolyt pH 3—10
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Obr. 2. PouZziti thiomoc€oviny v lyzaénim pufru zlepSuje kvali-
tu rozdéleni proteini BM2 p¥i 2-DE; pro pfipravu vzorku jsme
pouzili lyzaéni pufr obsahujici 2 M thiomocovinu, 7 M moco-
vinu, 2% NP-40, 3% CHAPS, 70 mM DTT a 2% amfolyt pH
8—10,5 a rehydratacni pufr obsahujici 8 M mocovinu, 4% CHAPS,
100 mM DTT, 0,001% bromfenolovou modrt a 0,2% amfolyt pH

3-10

aginky na 2-DE (cit.”). P¥i optimalizaci piipravy vzorku
jsme se zaméfili pfedevsim na zlepSeni solubility proteind,
abychom dosahli zvyseni celkového poctu proteini rozlisi-
telnych 2-DE a zaroveil umozZnili separaci hydrofobnich
proteinti. Vhodné podminky pro solubilizaci proteini jsme
se snazili navodit zménou sloZeni lyzac¢niho a rehydratac-
niho pufru a pouzitim sonikace, kterd se mulze uplatnit
nejen jako prostfedek pro navozeni bunécné lyzy, ale
i jako prostiedek solubilizaéni’. Pro vychozi experiment
byly butiky lyzovéany v lyzacnim pufru obsahujicim 9 M
mocovinu, 2% nonidet P-40 (neiontovy detergent P-40),
3% CHAPS, 70 mM DTT a 2% amfolyt pH 8-10,5. Uve-
deny pufr Ize povazovat za jednu z modifikaci ptivodniho
O’Farrellova lyzaéniho pufru'® (kap. 1.3.), ktery je vyho-
vujici pro vétsinu vzorkd’. Navic pfi tvodnich experimen-
tech s neznamymi vzorky nebo pii zaméteni na dobie roz-
pustné cytosolické proteiny nebyvaji soucasti solubilizac-
nich roztoki silné denaturujici latky">'?. Rehydratace IPG
stripu byla provedena v rehydratacnim pufru obsahujicim
8 M mocovinu, 4% CHAPS, 100 mM DTT, 0,001% brom-
fenolovou modr a 0,2% amfolyt pH 3—10. 2-DE takto pfi-
pravenych vzorkd vSak poskytla extrémné nizky pocet
rozdélenych proteind (obr. 1). Proto byla k lyza¢nimu puf-
ru pridana thiomocovina, ktera zlepSuje rozpustnost protei-
nd’ (2 M thiomocovina, 7 M mocovina, 2% NP-40, 3%
CHAPS, 70 mM DTT a 2% amfolyt pH 8-10,5). Tento
zasah se projevil zvySenim poctu proteinovych ,,spotd*
rozlisitelnych po 2-DE asi 1,5 krat (obr. 2). Soucasné pfi-
dani thiomocoviny k rehydrataénimu pufru (2 M thiomo-
¢ovina, 7 M mocovina, 4% CHAPS, 100 mM DTT,
0,001% bromfenolovda modif a 0,2% amfolyt pH 3-10)
spojené suzitim vysoké koncentrace smési amfolyti
v pufru lyza¢nim (2 M thiomocovina, 7 M mocovina, 2%
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Obr. 3. Pridani thiomocoviny do lyza¢niho i rehydratacniho
pufru dale zlepSuje pocet proteini detekovatelnych 2-DE; pro
pripravu vzorku jsme pouzili lyzaéni pufr obsahujici 2 M thio-
mocovinu, 7 M mocovinu, 2% NP-40, 3% CHAPS, 70 mM DTT,
2% amfolyt pH 8-10,5 a 2% amfolyt pH 3—10 a rehydrata¢ni
pufr obsahujici 2 M thiomocovinu, 7 M mocovinu, 4% CHAPS,
100 mM DTT, 0,001% bromfenolovou modrt a 0,2% amfolyt pH

3-10

Obr. 4. Sonikace vzorku zlepsuje kvalitu a pocet jednotlivych
proteinovych ,,spoti‘ rozliSitelnych 2-DE; pro pfipravu vzorku
jsme pouzili lyzacni pufr obsahujici 2 M thiomocovinu, 7 M
mocovinu, 2% NP-40, 3% CHAPS, 70 mM DTT, 2% amfolyt pH
8—10,5 a 2% amfolyt pH 3—10 a rehydratacni pufr obsahujici
2 M thiomoc¢ovinu, 7 M mocovinu, 4% CHAPS, 100 mM DTT,
0,001% bromfenolovou modt a 0,2% amfolyt pH 3—10). Po lyzi
bunék v lyza¢nim pufru byl vzorek podroben sonikaci (8 x 2 s)

NP-40, 3% CHAPS, 70 mM DTT, 2% amfolyt pH 8-10,5
a 2 % amfolyt pH 3-10) nejméné dvojnasobné zvysilo
pocet rozdélenych proteini v porovnani se vzorky, kdy
byla thiomocovina pfitomna jen v pufru lyza¢nim (obr. 3).
Pozitivni GCinky, plynouci z pouziti thiomocoviny jako
soucasti lyzacniho pufru, lze zfejmé povazovat za vysle-
dek dvou faktord, a to jednak jeji vysoké ucinnosti pii
solubilizaci proteinti a zaroven ochrané proteind pied en-
dogenni proteolyzou, ktera mize byt disledkem velmi
u¢inné interakce thiomo&oviny s proteasami'?. Vzhledem
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k délce rehydratace IPG stripu s vy$$im rizikem proteoly-
zy citlivych proteinti by se ochrana pfed proteolyzou moh-
la casteén¢ podilet na zlepseni vysledku 2-DE také po
inkorporaci thiomocoviny do rehydrata¢niho pufru. Kromé
pouziti thiomocoviny v lyza¢nim i rehydrataénim pufru
vedla k dal§imu zvySeni poctu proteinovych ,,spoti“ soni-
kace vzorku (obr. 4), a to ptiblizn¢€ 2,5 krat v porovnani
s postupem, kdy byla sonikace vynechéana (obr. 3). Pouziti
ultrazvuku rovnéz zvysilo denzitu nékterych proteinovych
,»Spoti (obr. 4), coz sveédéi o pozitivnim vlivu sonikace
na kvantitu proteint rozdélenych 2-DE.

4. Zavér

Pouziti thiomoc€oviny v lyzanim a rehydratacnim
pufru a soucasné podrobeni vzorku sonikaci se velmi piiz-
nivé projevuje na kvalité¢ vysledku 2-DE. V naSem systé-
mu jsme zaznamenali az osminasobné zvyseni poctu rozli-
Sitelnych proteinovych ,,spoti™ ve srovnani s postupem
bez uziti thiomocoviny a bez sonikace. Uvedené kroky
proto budou zarazeny do postupu pfipravy vzorku pro
analyzu zmén proteomu leukemickych monoblasti BM2
v pritbéhu jejich termindlni diferenciace a mohou se uplat-
nit pfi obdobnych studiich jinych leukemickych bunéc-
nych linii.

Tato prace byla podporovina grantem GACR ¢

301/03/1055.

Seznam zKkratek

AMV virus pta¢i myeloblastozy (,,avian myelo-
blastosis virus®)

ASB 14 3-[dimethyl(3-tetradekanamidopropyl)
amonio|propan-1-sulfonat

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]
propan-1-sulfonat

2-DE dvourozmérna elektroforéza (,,two-
dimensional electrophoresis*)

DET dithioerythritol

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DTT dithiotreitol

IEF isoelektricka fokusace (,,isoelectric focu-
sing*)

IPG imobilizovany pH gradient (,,immobilised
pH gradient®)

NP-40 nonidet P-40 (neiontovy detergent P-40)

PMSF fenylmethylsulfonyl fluorid

SB 3-10 3-(decyldimethylamonio)propan-1-
sulfonat

SDS natrium-dodecyl-sulfat

SDS-PAGE polyakrylamidova gelovd elektroforéza
v pritomnosti natrium-dodecyl-sulfatu
(,,sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis®)

% T koncentrace gelu (,,total percentage of
acrylamide plus crosslinker*)

TBP tributylfosfin
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Two-dimensional electrophoresis is a key experimen-
tal approach of proteomics. Quality of its result is signifi-
cantly dependent on the way of sample preparation. The
aim of this study was to set up optimal conditions for
preparation of the sample of v-myb-transformed chicken
monoblasts BM2 to get a high number of resolved proteins
on two-dimensional gel. Starting composition of both lysis
(9 M urea, 2 % NP-40, 3 % CHAPS, 70 mM DTT and 2 %
ampholyte pH 8-10.5) and rehydratation buffers (8§ M
urea, 4 % CHAPS, 100 mM DTT, 0.001 % bromphenol
blue and 0.2 % ampholyte pH 3-10) have been modified
by addition of thiourea causing clear increase of the num-
ber of protein spots detectable on two-dimensional gel. In
addition, sonication of the sample before its loading to the
gel further increased the number of resolved proteins as
well as density of some of them. Addition of thiourea in
the lysis and rehydratation buffers and sonication in-
creased the number of protein spots resolved in two-
dimensional gel about 8-fold. These experimental condi-
tions are going to be used in detailed analysis of proteome
changes during terminal differentiation of BM2 mono-
blasts and they can also be of interest for researchers using
two-dimensional electrophoresis as a tool for proteome
analysis of another leukemic cells.



