Dvourozmérna elektroforéza (2D-PAGE)

2D-PAGE je vysoce efektivni separa¢ni metodou umoziujici rozdéleni komplikovanych
smési stovek riznych bilkovin a pfedstavuje zakladni ndstroj v novém rozvijejicim se sméru
proteomiky. Je kombinaci isoelektrické fokusace (IEF)a elektroforézy v polyakrylamidovém
gelu (PAGE). Obé¢ separace se provadéji postupné tak, ze nejprve se provede isoelektricka
fokusace na prouzku gelu s imobilisovanym pH gradientem (IPG), kdy se bilkoviny rozd¢li
podle svych isoelektrickych bodu (pl) - viz obr. 1(a). Rozsah gradientu pH je udan vyrobcem
a pl skvrn Ize urcit podle jeji polohy.

Poté se piipravi polyakrylamidovy gel (s ptidavkem dodecylsulfatu sodného - SDS), na jehoz
startovni stranu se tésné€ pifilozi prouzek IPG a po zaliti spojovacim gelem (obvykle agarosa)
se provede elektroforesa ve sméru kolmém na ptivodni smér IEF. Bilkoviny se zde rozdéli

podle svych M, - obr. 1 dole. Po jejim ukonceni se gel obarvi na bilkoviny a ziska se
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Obr. 1. Schematické znazornéni 2D-PAGE (pfevzato z Lodish, H. a kol.: Molecular Cell
Biology, 3. vyd., Freeman 1996)



dvourozmérny obraz sestavajici z vice ¢i mén¢ dobte oddélenych skvrn predstavujicich
jednotlivé bilkoviny - ukazka je na obr. 2, kdy byl délen bezbunécny extrakt bakterie
Escherichia coli. Spolu se vzorkem je mozno ve 2. sméru (SDS-PAGE) délit standartni smés
bilkovin o zndmych M a okalibrovat gel timto parametrem. Tak miZeme kazdou skvrnu

charakterisovat podle jeji polohy jak pI tak M.
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Obr. 3. Redlny ptiklad 2D-PAGE (stejny zdroj)

Vyhodnocovani elektroferogramii se provadi pomoci pocitace specidlnimi programy, kdy po
oskenovani gell se daji porovnavat jednotlivé obrazy a srovnavat s hodnotami z databazi
event. vzajemn¢ mezi sebou a sleduji se tak napt. rozdily v expresi bilkovin za rGznych
podminek apod. Castym, nicméné experimentalné naroénym zptisobem je charakterisace
jednotlivych bilkovin tak, Ze se odpovidajici skvrna vytizne, podrobi specifickému Stépeni
(obvykle trypsinem) a produkty se analysuji pomoci hmotnostni spektroskopie (MS). Ziskané

udaje se opét pomoci pocitatovych programi srovnavaji s hodnotami ulozenymi v databazich.



Oba tyto zptisoby vyhodnoceni daleko presahuji ramec této ulohy, v niz se prakticky
seznamite s technikou déleni vzorkl. Zpracovani pomoci MS se provadi specialisovanymi

laboratofemi formou servisu

Vlastni provedeni 2D-PAGE sestava z nékolika krokd.

POZOR! Veskeré operace se provadéji v ochrannych rukavicich: jednak z duvodi zdravotnich,
jednak aby se piedeslo kontaminaci bilkovinami z kiiZe (zvl. kolagenem).

Uprava vzorku

Cilem upravy je zajistit dobrou rozpustnost bilkovin a prevést jejich molekuly do pokud
mozno uniformniho tvaru tak, aby neovliviioval déleni. Toho se dosahne ti¢inkem detergentt
usnadiujicich rozpousténi, chaotropnich latek rusicich vodikové vazby a redukujicich latek
rusicich disulfidické mustky v molekule bilkoviny. Jeden z nejuzivanéjSich roztoku pro tuto
upravu (tzv. extrakéni roztok) ma toto slozeni:

8 M mocovina (chaotropni agens)

50 mM DTT (ditiotreitol, redukujici agens)

4% CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)dimetylamonio]-1-propansulfonat, detergent)

0,2% amfolyt (specidlni pufr pro IEF podle poZadovaného rozmezi pH gradientu)

0,0002% bromfenolova modf (slouzi ke sledovani postupu déleni)

Timto roztokem se bilkoviny extrahuji z tuhého vzorku jako je sediment bun¢k (min. 9 ml na
1 ml sedimentu) nebo se k nému piiddva roztok bilkovin (nejvice 20% objemu ¢inidla) -
pfitom je nutno dbat na to, aby se nezvysila iontova sila napf. pfitomnym pufrem (maximum
je 40 mM Tris).

Uvedena smés je jiz pripravena a skladovana pii -20 °C. Obsahuje amfolyt 3/10 (pro gradient
pH 3-10). Pro préci se 7 cm prouzky rozmrazte Spicku se 150 pl roztoku a ptidejte 10-30 pl
smési bilkovin tak, aby obsahovala 200 - 500 pg bilkovin (preparat obdrzite od vedouciho
spolu s idajem o koncentraci bilkovin). Po dobrém promichani nechte stat 30 min. za
laboratorni teploty a pak zcentrifugujte 8 min. pii 12 000 ot.min™'. Supernatant pouZijete k

rehydrataci prouzki pro IEF.

Rehvdratace prouzki pro IEF (IPG prouzky)




IPG prouzky se dodavaji v suchém stavu s imobilisovanym pH gradientem rtiznych rozsaht.
Nechavaji se nabotnat v extrak¢nim roztoku, s vyhodou v pfitomnosti vzorku, ktery se tak
spolu s ostatnimi komponentami ptenese do gelu.

Napipetujte 125 pl supernatantu do rehydratacni vani¢ky. Odstraiite ochrannou folii z IPG
prouzku pH 3-10NL a poloZte ho opatrn€ pomoci pinsety gelem dolii na vrstvi¢ku kapaliny
tak, aby cely povrch byl dobfe smocen. Nechejte stat po dobu 1 hod. a pak prouzek opatrné

prevrstvéte mineralnim olejem a nechejte v chladnicce botnat ptes noc.

Isoelektricka fokusace (IEF)

Pinsetou umistime na elektrody aparatu pro IEF tamponky z bunicité vaty ovlhéené 5-8 pl
vody. Nabotnaly IPG prouzek polozime do drahy gelem doli tak, aby jeho konce spoc¢ivaly na
tamponech s odpovidajici orientaci - tj. konec 3 na katod¢ a konec 10 na anodé&. Pfevrstvime
opatrn¢ mineralnim olejem tak, aby prouzky byly zaplaveny. Na aparatu nastavime
pozadované parametry (pod dohledem vedouciho), obvykle 50 LA na prouzek, maximum
4000 V, celkovou hodnotu 7-10000 V.hod a zvolime program (obvykle rychly zpisob). Po
ukonceni béhu prouzky mizeme skladovat v rehydrataénich vani¢kach pii -20 °C i niZe nebo

je okamzité podrobime SDS-PAGE.

Priprava gelu pro SDS-PAGE

Sestavime formu pro gel ze dvou skel (pro 7 cm aparat) a distan¢nich prouzki 1 mm a
zafixujeme v drzéku Srouby. VloZime do stojanku a zaklapnutim zajistime. Pfipravime roztok
pro 12% gel smichanim pfipravenych roztoki:

6 ml zasobniho roztoku A ( 87,6 g akrylamid + 2,4 g BIS v 300 ml)

3,75 ml roztoku B ( 1,5 M Tris pH 8,8)

5,05 ml vody

0,1 ml roztoku D ( 10% SDS)

0,1 ml &erstvého roztoku persiranu amonného ( 150 mg . ml™)

10 ul TEMED (tetrametyletylendiamin)



Smés vpravime injekeni stiikackou mezi skla tak, aby nahote zlstal asi 1 cm volny pro
vloZeni IPG prouzku a ptevrstvime isobutanolem. Nechame polymerovat asi 1 hod. i vice a

mezitim si upravime IPG prouzek po IEF.

Ekvilibrace IPG pro SDS-PAGE

Tento krok zajistuje redukei -SH skupin (DTT) a jejich alkylaci (jodacetamid, IAA), aby
nemohlo dojit k vytvareni disulfidickych mustka, rozruseni vodikovych vazeb (mocovina) a
navazani SDS na bilkovinné molekuly (podjednotky) v uniformnim tvaru. Je to analogie
upraveé vzorku pted jednorozmérnou SDS-PAGE varem v SDS-pufru.

Je ptipraven zakladni pufr o slozeni

50 mM Tris.HCI, pH 8,8

6 M mocovina

2% SDS

20% glycerol.

Z ného ptipravime po 2,5 ml pufru 1 a 2 tak, Ze v jednom rozpustime 50 mg DTT (2%) a
nalejeme ho na IPG prouzek umistény ve vani¢ce. Nechame ptisobit 10 min. za mirného
pohybu kapliny (na tfepacce nebo rucné€). Mezitim upravime pufr 2 pfidinim 65 mg IAA
(2,5%) a az ukon¢ime pusobeni pufru 1 zdekantujeme ho a nalejeme na IPG prouzek pufr 2.
Po 10 min. IPG prouzek vyjmeme a vlozime na ptipraveny PAG. Zatlac¢ime ho Spachtli do
tésného kontaktu s gelem bez bublin a zalejeme teplym roztokem agarosy (1% v pracovnim

pufru pro SDS-PAGE).

SDS-PAGE

Ptipravite si pracovni elektrodovy pufr ziedénim 60 ml zasobniho roztoku (15 g Tris, 72 g
glycinu a 3 g SDS v 1 litru, upraveno HCI na pH 8,3) 240 ml destilované vody. Po zatuhnuti
agarosy se desky vlozi do aparatu Protean II a jeho nddobky se naplni pracovnim
elektrodovym pufrem. Do horni nddobky képneme nékolik kapek 0,05% bromfenolové modfi,
aby byl pufr slabé modfte zbarven. Pfipojime zdroj, zapneme a nastavime napécti na 150 V.
Déleni trva asi 4 hodiny, jeho postup sledujeme podle modré linie bromfenolové modti. Az
doputuje na konec gelu, odpojime zdroj, vyjmeme desky a oplachneme vodou. Poté

demontujeme skla a gel opatrné pfeneseme do misky s fixa¢nim roztokem (30% isopropanol,



10% kys. octova). Po 2 hod. roztok slijeme a nahradime barvicim roztokem (0,04% Coomasie
Blue R-250 v 25% isopropanolu a 10% kys. octové). Nechame pusobit alespont 6 hod. za
mirného pohybu (na tfepacce), pak slejeme a gel odbarvujeme 40% metanolem s 10% kys.
octovou, ktery vyménujeme po 30 min. az 2 hod. (zprvu Castéji) az je pozadi gelu témér
bezbarvé. Hotovy gel se oskenuje (provede obsluha vyhodnocovaciho zafizeni, obrazek se

vytiskne a ptilozi k protokolu.



