Separace proteinii pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy
(PAGE)

Uloha do laboratorniho cvi¢eni — Specidlni metody

pro magisterské studium Ustav chemie-Analytickd chemie, jarni semestr

1. Teorie k SDS-PAGE

Gelova elektroforéza patii mezi elektromigratni analytické metody. Ucinkem stejnosmérného
elektrického pole v roztoku elektrolytu se analyty déli na zdkladé€ jejich rozdilné pohyblivosti. Velikost
naboje, velikost a tvar molekul, podminky prostiedi (pH) a sila elektrického pole urcuji vlastnosti
migrace analytu. Elektroforetickd pohyblivost (mobilita) x# nabitych ¢dstic analyti se definuje jako

rychlost iontd v v elektrickém poli o jednotkové intenzité E:

uo=— (1)

Jind rovnice pohyblivosti iontll vyjadiuje vztah mezi ndbojem iontu Q a rychlosti v :

Q
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Vyplyva z ni, Ze vice objemné ¢astice s malym elektrickym ndbojem se budou pohybovat pomaleji
nez &astice objemné s velkym nabojem. Jednotka pohyblivosti je cm®s ™'V

Gelovd elektroforéza (ddle jen GE) se dé¢li zriznych hledisek. Dle uspofdddni rozliSujeme
vertikdlni nebo horizontdln{ elektroforézu. Elektroforéza mlize byt provedena v kontinudlnim pufrovém
systému nebo v diskontinudlnim pufrovém systému. Diskontinudlni systém tvoii dvé casti gelu.
V prvnim, zaostfovacim gelu, dochdzi k izotachoforéze a v druhém gelu se latky separuji. Dle
prostiedi, ve kterém se analyty separuji, gelovou elektroforézu rozliSujeme jako SDS PAGE (GE
v denaturujicim prostiedi) a Native PAGE (nativni GE v nedenaturujicim prostiedi).

GE se vyuzivd k ureni molekulové hmotnosti analytu pomoci srovnani retencniho faktoru analytu

a standardu. Retencni faktor Ry je parametr, ktery je piimo zdvisly na elektromigracni draze nezndmé
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bilkoviny @ a nepifmo timérny celkové délce elektroforézy b. Celo separace se detekuje latkou, kterd se

v gelu nezadrzi. (napt. bromfenolovd modf, methylenova modr)

a

— 3
1= 3)

PAGE vyjadiuje zkratku pro polyakrylamidovy gel, ktery je nosi¢em pro GE. Mechanicka pevnost,
prihlednost, inertnost a moZnost piipravy materidlu sriznym stupném zesiténi a polymerace
charakterizuji PAGE. Akrylamid (AA), ktery se pouZzivd jako monomer pro ptipravu tohoto gelu, je
neurotoxicky a kumuluje se v organismu. Proto se s nim manipuluje jen s ochrannymi pomiickami.
Kopolymeracni reakci se ti¢astni zesitovaci ¢inidlo N, N ~methylenbisakrylamid (tzv. BIS). Radikdlova
polymerace zacne probihat az v pfitomnosti volnych radikdlt a katalyzatoru. Peroxodisiran amonny
(NH4)2S,03 (APS) slouZzi jako chemické iniciacni ¢inidlo. Polymeraci brani kyslik, ktery se odstrani
katalyzatorem N, N, N, N -tetramethylenethylendiamin (TEMED).

Veli¢iny %T a %C definuji vlastnosti gelu. Celkovou procentudlni koncentraci monomeru AA a

zesitovaciho ¢inidla (BIS) urcuje %T. Charakterizuje ji rovnice:

g(AA) + g(BIS)-100%
% T =
ml (Vcelkovj' )

“4)

Procentudlni koncentraci Cinidla zptsobujiciho prostorové zesitovani polymeru (BIS) ve smési, se

pocitd pomoci %C:

_ 8(BIS)100%
g(AA)+ g(BIS)

%C

®)

Pouzijeme T =30 % a C = 2,67 %.

Elektroforéza v denaturujicim prostiedi SDS PAGE se od Nativni GE lisi tim, Ze separuje proteiny
pouze na zdklad¢ jejich molekulové hmotnosti (tvaru a velikosti). Kdezto v Nativni GE se bilkoviny
rozd@luji v nedenaturovaném prostiedi nejen podle molekulové hmotnosti (tvaru a velikosti), ale i dle
naboje.

SDS je ndzev odvozeny od dodecylsiranu sodného. Hydrofobni interakci se tento detergent vdZe na

bilkoviny v mnozstvi asi 1,4 mg na 1 mg bilkoviny. Po reakci vytvoii komplex s proteiny a tim i jediny
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zaporny ndboj. Proto latky putuji ke kladné nabité elektrod¢, tedy k anodé, dle jejich molekulové
hmotnosti. Pfed denaturaci musi dojit k redukci disulfidickych muistka a to pomoci dithiothreitolu nebo
dle 2-merkaptoethanolu.

SDS PAGE se provadi vétSinou dle protokolu podle Limmliho (i v naSem piipad¢).

V Nativni GE si proteiny zachovévaji své ptirozené vlastnosti. Zilezi zde na pl proteinu a pH
elektroforetického pufru. Pro udrzeni biologické aktivity proteinu a jeho dostate¢ného pohybu v gelu,
se musi volit vhodny rozsah pH elektroforetického pufru. Zaporny naboj ziskaji proteiny v pH pufru
vétsSim neZ pl bilkoviny. K zdporné elektrodé (ke katod€) se budou pohybovat bilkoviny v pH pufru
niz§im nez je jejich pl. Nulovy ndboj nastane v pfipad¢ rovnosti pH pufru a p/ bilkoviny, ¢imz se latky
nebudou pohybovat v elektrickém poli.

K detekci proteinil se vyuzivd rliznd vizualizace barvenim. Mezi nejvice pouZivané metody patii
barveni stfibrem, modii Coomassie Brilliant G-250 (CBB R-250), modii Coomassie Brilliant R-250
nebo rubinovou SYPRO. Dalsi zpracovéani gelu rozhoduje o volbé barveni proteinu. Pro MALDI-TOF
MS (hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci/ionizaci za tucasti matrice s pruletovym
analyzatorem) se pouzivi CBB R-250 a G-250, pro spojeni GE s laserovou ablaci a sinduk¢né

vazaném plazmatu (ICP MS) je vhodné&;jsi barveni stiibrem.

1.1. Formulace ukolu

Separovat nezndmy vzorek pomoci gelové elektroforézy na polyakrylamidové nosi¢i a podle

Zebticku standardi nezndmy vzorek identifikovat.



2. Provedeni SDS-PAGE

Pouzité pristroje:

Mini-Protean® 3 Cell (Bio-Rad, Philadelphia, USA)

PowerPac Basic Power Supply (Bio-Rad, Philadelphia, USA)
Tiepacka CFL (Schiittelapparate Shakers, Burgwedel, Némecko)
pH metr (CyberScan pH 510 a Ion 510, Helago, Cesk4 republika)
Viéhy (Ohasius, Vitrum, Ceska republika)

Samotné laboratorni cviceni je uspofddané do nasledujicich ¢4sti:

2.1. Pouzité chemikélie a roztoky

2.2. Priprava vzorki

2.3. Priprava polyakrylamidového nosice pro separaci za denaturujicich podminek
2.4. Vizualizace gelu

2.5. Otézky k diskuzi

Pozn. S akrylamidem, tedy s gelem se vZdy pracuje v rukavicich (tzn. jakdkoliv

2.1. Pouzité chemikalie a roztoky

Pro pribéh gelové elektroforézy jsou potfebné nasledujici roztoky. Na zacatku laboratorniho

cviceni si zkontrolujete zda néktery z roztokli nechybi a bude-li tieba jeho nachystani.

1) zaostrovaci koncentracni pufr 0,5 mol.I"! Tris-HCI, pH 6,8:

Navazte 6,00 g Tris a rozpustte v ~ 60 ml vody, po Gpravé hodnoty pH na 6,8 pomoci 6 mol.I"!

HCI, dopliite po rysku na celkovy objem 100 ml Uchovéavejte pti 4 °C v plastové nadob¢.

ii) rozlisovaci délici pufr 1,5 mol.l”’ Tris-HCI, pH 8,8:

Navazte 27,26 g Tris a rozpust'te v ~ 80 ml vody, po tipravé hodnoty pH na 8,8 pomoci 6 mol.I"'

HCI, dopliite po rysku na celkovy objem 150 ml Uchovévejte pti 4 °C v plastové nadobg.
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iii) beZici pufr 10-krdt koncentrovanéjsi, pH 8,3:

Navazte 30,30 g Tris + 144,00 g glycinu + 10,00 g SDS a rozpustte v ~ 850 ml vody. Neni tieba
upravovat hodnotu pH! Dopliite na celkovy objem 1000 ml. Pro jednu separaci je tfeba pufr 10x zfedit

do objemu 500 ml. Uchovavejte pti 4 °C v plastové nadobg.

iv) 10% APS:

Navazte 100 mg APS a rozpust'te v 1 ml vody. Je tfeba pfipravovat vZdy Cerstvy!

v) Akrylamid / Bis (30 %T, 2,67 %C):

Navazte 87,6 g akrylamidu + 2,4 g N, N -bis-methylenakrylamidu a rozpustte v ~ 200 ml vody,
zfiltrujte a doplitte po rysku na objem 300 ml. Uchovévejte pii 4 °C v plastové nddobé maximalné

30 dni.

vi) Vzorkovaci pufr (sample buffer), SDS redukcni pufr:

Napipetujte 3,55 ml dd.vody + 1,25 ml 0,5 mol.I" Tris—-HCI pH 6,8 + 2,50 ml glycerol + 2,00 ml
10% (w/v) SDS + 0,2 ml 0,5% (w/v) bromfenolovd modf a dopliite vodou do 10 ml .Uchovavat pfii

teploté mistnosti.

vii) 10% SDS:

Navazte 10 g SDS a rozpust'te v~ 90 ml vody, jemné michejte, dopliite na celkovy objem 100 ml.
2.2. Priprava vzorki

Standardy proteini: BSA (bovine serum albumin), (Sigma, Steinheim, Némecko)
Myoglobin (from horse), (Sigma, Steinheim, Némecko)

Cytochrom C (from horse heart), (Sigma, Steinheim, Némecko)
PRACE s 2-merkaptoethanolem V DIGESTORI!!!!

Pfipraveny roztok standardu o koncentraci 0,0001 mol.l" je smichéno v dvojndsobném nadbytku
s 2-merkaptoethanolem a vzorkovacim pufrem ve vialce o objemu 0,6 ml (¢inidla v poméru 5,25:1,
respektive). Pro denaturaci proteint si pfipravte objem na pét davek v jedné vialce. Vialka se fadné
oznati a vlozi cca na dobu 5 minut do horké vodni 14zn€¢ T =95 °C. Tim se docili redukce
disulfidickych mustka v proteinech. Po vychladnuti je do jamek ddvkovdn objem 15 pl. Vypoctéte

vyslednou koncentraci standardu proteinu v davkovaci jamce, tzn. mnozstvi separovaného proteinu.
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2.3. Priprava polyakrylamidového nosice pro separaci za denaturujicich podminek

Tab. 1. SloZeni pro pripravu gelu o riizné koncentraci

procenta gelu | dd. H,O 30% Akrylamid/Bis | *pufr 10% w/v SDS
[%] [ml] [ml] [ml] [ml]
4 6,1 1,3 2,5 0,1
5 5,7 1,7 2,5 0,1
6 54 2,0 2,5 0,1
7 5,1 2,3 2,5 0,1
8 4,7 2,7 2,5 0,1
9 4.4 3,0 2,5 0,1
10 4,1 33 2,5 0,1
11 3,7 3,7 2,5 0,1
12 34 4,0 2,5 0,1
13 3,1 4,3 2,5 0,1
14 2,7 4,7 2,5 0,1
15 2,4 5,0 2,5 0,1
16 2,1 53 2,5 0,1
17 1,7 5,7 2,5 0,1
18 1,4 6,0 2,5 0,1
19 1,1 6,3 2,5 0,1
20 0,7 6,7 2,5 0,1

*zaostiovaci koncentraéni pufr 0,5 mol.I"" Tris-HCI, pH 6,8

*rozliSovaci délici pufr 1,5 mol.1"! Tris-HCI, pH 8,8

Polyakrylamidovy gel se piipravuje nalitim Cerstvé homogenné zamichané smési. Roztok se lije

vvvvvv

, . v v v, s w1, - . , e -1 .
musi u sebe pfesné sedét. Zacina se délicim separacnim pufrem, pro ktery se pouzije 1,5 mol.I" Tris.

Dle zvoleného procenta gelu se pfidava urcity pomér AA/BIS a vody a vZdy stejné mnozstvi TEMEDu
(5 ub) a 10% APS (50 ul) (viz tabulka). Tato smés se nalije kapildrou nebo pomoci injek¢ni stiikacky

s w2z

mezi nachystand skla pfiblizn€ do vySky 1,5 cm od vrchni ¢asti skla. Polymerace trvd minimalné 60

minut. Pro zabranéni piistupu vzduchu a vyrovndni gelu slouZi butanol, ktery pokryje v malé vrstvé

separacni gel.

Zaostiovaci gel (nejlépe 4%) se ptipravuje aZ po odstranéni butanolu. Butanol se odlije naklonénim

skel a promytim dd. (destilovand).vody ze stiicky. Nadbyte¢né kapky vody se odstrani jemnou
tkaninou vloZenou mezi skla. Pro zaostfovaci gel slouZi 0,5 mol.I" Tris. Dle zvoleného procenta gelu

se pridavd urcity pomér AA/BIS a vody. VZdy se pouZzije 10 ul TEMED a 50 pl 10% APS. Vzniklou
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smes zamichdme a kapildrou nebo injekéni stfikackou nalijeme na délici gel mezi skla a opatrné

vlozime hieben. Tento gel polymeruje a ztuhne za 45 minut. Jeho rozmér je podstatné menSi nez

rozmér separacniho gelu. Po této dob¢ se jemné vytdhnou hiebeny, tak aby se neponicily jejich konce.

Skla se sundaji ze stojanu.

Elektroforetickd komora se skldadd z velké prihledné plastové nddoby a bilych drzakd skel.

Zpolymerovany gel mezi skly se pfiloZi k drzaku s elektrody kratsi ¢asti skel dovnitf. Celé se zasune do

vétsSiho drzdku, piipevni se k sob¢ a vSe se vloZi do nadoby.

Na drzédk skel v elektroforetiské komote se polozi pomoci zafizeni pro nandseni vzorki, které ma
oznacené jamky. Do hamiltonky se nasaje patiicné presné mnoZstvi vzorku (10 — 15 ul), které se

opatrné¢ vytla¢i jehlou vloZenou do jamky gelu vytvofené hiebenem, tak aby se roztok nepftelil do

sousedici jamky. Hamiltonka se pfed dalSim pouZzitim vzdy nejméné 4krit vyplidchne destilovanou

vodou.

Po naneseni vzorka se odstrani pomocné zafizeni pro jejich nanédSeni. Nalije se elektroforeticky

bézici pufr do vnitini komory az po horni ¢ast skel a zbytek do velkého prostoru pruhledné komory.

Nasadi se spravn€ viko komory. Elektrody se zapoii ke zdroiji elektrického proudu, na kterém se nastavi

konstantni napéti a doba zaostfeni pro izotachoforézu, tj. 100 V po dobu 10 minut. Pak se nastavi

separace pri konstantnim napéti 145 V po dobu 30 minut.

Po uplynuti této doby se vypne zdroj napéti, odstrani se viko a elektroforeticky bézici pufr se vylije.
Skla se vyjmou z drzdku a omyji se destilovanou vodou. Uchopi se skla a opatrné se od sebe oddélaji
pomoci ziZené lopatky tak, aby gel zlstal na vétsim skle. To se pieklopi a pomoci lopatky se pomalu

odlepuje od skla gel do Petriho misky. Konec separace se oznaci nafiznutim gelu. Do misky se nalije

patiicny fixacni roztok pro dany typ vizualizace. Ddle se postupuje dle typu barveni gelu.



2.4. Vizualizace gelu

Postup barveni gelu pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250:

1) Fixa¢ni roztok: 45% methanol + 10% kyselina octova
(450 ml methanolu + 100 ml kyseliny octové do 1 000 ml)
2) Barvici roztok: 45% methanol + 10% kys. octovad + 0,1% CBB

(450 ml methanolu + 100 ml kys. octové + 1 g CBB do 1 000 ml)
3) Odbarvovaci roztok: 5% methanol + 7,5% kys.octova

(50 ml methanolu + 75 ml kys. octové do 1 000 ml)

Gel v Petriho misce se ponofii do fixa¢niho roztoku na 30 minut. Poté se roztok slije a na gel se dd

barvici roztok, kdy se Petriho miska s gelem uloZi na 3 hodiny do ledni¢ky (na 4 °C). Nakonec se odlije

barvici roztok a gel se umyje destilovanou vodou. Gel se ponoii do odbarvovaciho roztoku. Gel

v Petriho misce se poloZi na tfepacku, na které se nastavi jen jemné tfepani, aby se neptetrhl gel.

Odbarvovaci roztok se vyménuje tak ¢asto, nez se objevi jen modré zony proteint a téméf pruhledné

pozadi gelu. Petriho miska s gelem po odbarveni se uchovdva v lednicce.

Postup barvent gelu stiibrem:

1) Fixa¢ni roztok: methanol : kys. octova : voda v poméru 45:2:45

2) 0,02% roztok Na,S,;0; (0,1 g Na,S,05 rozpustit a doplnit vodou na vysledny objem 0,5 1)
3) 0,1% roztok stiibra (0,5 g AgNOj; rozpustit a doplnit vodou na vysledny objem 0,5 1)
4) Vyvijeci roztok (12,5 g Nay,COs, 150 pl 37% formaldehydu doplnéné na 0,5 1)

5) 1% kyselina octova

Ve fixacnim roztoku se gel uchova po dobu 20-30 minut v lednicce. Poté se gel nékolikrat promyje

destilovanou vodou. Ponoii se do 0,02% roztoku thiosiranu sodného na 1,5-2 minuty. Roztok se

vyméni za 0,1% roztok stiibra a nechd se inkubovat po dobu 30-40 minut v lednic¢ce. Pak se gel

promyje nékolikrat destilovanou vodou. Ponofii se do vyvijejiciho roztoku a s Petriho miskou s gelem

se tiepe v rukdch. V piipad¢ zeZloutnuti gelu, se tento roztok vymeéni. Pro toto barveni je tento krok

klicovy. Vyvijeci roztok se musi ménit velmi Casto. Reakce se zastavi pomoci 1% kyseliny octové, ve

které se gel uchovava v lednicce.

Roztoky se stiibrem vylévat do oznacené nadoby!
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2.5. Otazky k diskuzi

1) K polymeraci gelu musi byt ptitomny dvé latky, které to jsou a jakou funkci plni?
2)  Srovnejte GE s CE (kapilarni elektroforézou), jejich vyhody a nevyhody. Co maji spolecné?
3)  Pokuste se vysvétlit, z jakého dlivodu je vhodnégjsi barveni CBB R-250 pro MALDI-TOF-MS neZz

barveni stiibrem? A z jakého dtivodu je barveni stiibrem vhodnéjsi pro LA-ICP-MS?

Vyhodnoceni protokolu

V protokolu uved'te své jméno a datum; stac¢i vypracovat jeden protokol za jednu skupinu. Déle

pripojte experimentdlni vysledky:

*  Vypoctéte Ry separovanych proteint z naskenovaného gelu.

* Identifikujte proteinu/y v neznamém vzorku a statisticky vyhodnotte se separovanymi
standardy proteind.

Vypoctéte vyslednou koncentraci standardu proteinu v davkovaci jamce, tzn. mnoZstvi

separovaného proteinu.

Dale uved’te odpovédi na otazky a diskusi vysledku.
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