Separace proteinii pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy
(PAGE)

Uloha do laboratorniho cvi¢eni — Specialni metody

pro magisterské studium Ustav chemie-Analytickd chemie, podzimni semestr

1. Teorie k SDS-PAGE

Gelova elektroforéza patii mezi elektromigratni analytické metody. U¢inkem stejnosmérného
elektrického pole v roztoku elektrolytu se analyty déli na zéklad€ jejich rozdilné pohyblivosti. Velikost
naboje, velikost a tvar molekul, podminky prostiedi (pH) a sila elektrického pole urcuji vlastnosti
migrace analytu. Elektroforeticka pohyblivost (mobilita) x nabitych ¢astic analytl se definuje jako

rychlost iontll v v elektrickém poli o jednotkové intenzité F:
uo= — (1)
Jina rovnice pohyblivosti iontli vyjadiuje vztah mezi nabojem iontu Q a rychlosti v :

e @)

_67r-77-r-v

Vyplyva z ni, Ze vice objemné ¢astice s malym elektrickym ndbojem se budou pohybovat pomaleji
nez ¢astice objemné s velkym nébojem. Jednotka pohyblivosti je cm?s™-V™.

Gelova elektroforéza (dale jen GE) se déli zruznych hledisek. Dle usporadani rozliSujeme
vertikalni nebo horizontélni elektroforézu. Elektroforéza muize 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 vyuziva k ur¢eni molekulové hmotnosti analytu pomoci srovnani reten¢niho faktoru analytu

a standardu. Retencni faktor R je parametr, ktery je pfimo zavisly na elektromigracni drdze nezndmé
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bilkoviny @ a nepfimo umérny celkové délce elektroforézy b. Celo separace se detekuje latkou, ktera se

v gelu nezadrzi. (napt. bromfenolovd modf, methylenova modr)
a
R, =— 3
r=5 3)

PAGE vyjadtuje zkratku pro polyakrylamidovy gel, ktery je nosi¢em pro GE. Mechanicka pevnost,
prihlednost, inertnost a moznost pfipravy materidlu s riznym stupném zesiténi a polymerace
charakterizuji PAGE. Akrylamid (AA), ktery se pouziva jako monomer pro pifipravu tohoto gelu, je
neurotoxicky a kumuluje se v organismu. Proto se s nim manipuluje jen s ochrannymi pomtickami.
Kopolymerac¢ni reakci se ucastni zesitovaci ¢inidlo N, N -methylenbisakrylamid (tzv. BIS). Radikalova
polymerace zac¢ne probihat az v pfitomnosti volnych radikali a katalyzatoru. Peroxodisiran amonny
(NH4)2S,05 (APS) slouzi 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:

(AA) + g(BIS)-100%
mZ(Vcelkovy )

% T =25

“4)

Procentudlni koncentraci ¢inidla zpisobujiciho prostorové zesitovani polymeru (BIS) ve smési, se

pocita pomoci %C:

2(BIS)-100%

C= (5)
g(AA)+ g(BIS)

0

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

Elektroforéza v denaturujicim prosttedi SDS PAGE se od Nativni GE lisi tim, Ze separuje proteiny
pouze na zékladé jejich molekulové hmotnosti (tvaru a velikosti). Kdezto v Nativni GE se bilkoviny
rozdé€luji v nedenaturovaném prostiedi nejen podle molekulové hmotnosti (tvaru a velikosti), ale 1 dle
naboje.

SDS je nazev odvozeny od dodecylsiranu sodného. Hydrofobni interakci se tento detergent vaze na

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

SDS PAGE se provadi vétsSinou dle protokolu podle Ladmmliho (i v nasem ptipadé).

V Nativni GE si proteiny zachovavaji své piirozené vlastnosti. Zalezi 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 néboj ziskaji proteiny v pH pufru
vétsim nez pl bilkoviny. K zdporné elektrodé (ke katod€) se budou pohybovat bilkoviny v pH pufru
nizs§im nez je jejich p/. Nulovy néboj nastane v ptipad¢ rovnosti pH pufru a p/ bilkoviny, ¢imz se latky
nebudou pohybovat v elektrickém poli.

K detekci proteint se vyuziva riiznd 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 zpracovani gelu rozhoduje o volbé barveni proteinu. Pro MALDI-TOF
MS (hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci/ionizaci za tcasti matrice s pruletovym
analyzatorem) se pouzivda CBB R-250 a G-250, pro spojeni GE s laserovou ablaci a s indukéné

vazaném plazmatu (ICP MS) je vhodnéjsi barveni stiibrem.

1.1. Formulace ukolu

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

zebticku standardii neznamy vzorek identifikovat.



2. Provedeni SDS-PAGE

Pouzité pristroje:

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

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

Samotné laboratorni cviceni je usporadané do nasledujicich ¢asti:

2.1. Pouzité chemikalie a roztoky

2.2. Ptiprava vzorkil

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

2.5. Otazky k diskuzi

Pozn. S akrylamidem, tedy s gelem se vzdy pracuje v rukavicich (tzn. jakakoliv

2.1. Pouzité chemikalie a roztoky

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

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

i) zaostiovacit koncentracni pufr 0,5 mol. FL T ris-HCI, pH 6,8:

Navazte 6,00 g Tris a rozpust'te v ~ 60 ml vody, po upravé hodnoty pH na 6,8 pomoci 6 mol.l”

HCI, dopliite po rysku na celkovy objem 100 ml Uchovavejte pti 4 °C v plastové nadobg.

ii) rozlisovaci délici pufr 1,5 moLI 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 Uchovavejte pti 4 °C v plastové nadobé.

-4 -


http://www.helago.cz/set/cyberscan-ph-510-a-ion-510/

iii) bezici pufr 10-krat koncentrovanéjsi, pH 8,3:

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

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

iv) 10% APS:

Navazte 100 mg APS a rozpust'te v 1 ml vody. Je tieba ptipravovat vzdy Cerstvy!

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

Navazte 87,6 g akrylamidu + 2,4 g N, N'-bis-methylenakrylamidu a rozpust'te v ~ 200 ml vody,
zfiltrujte a dopliite po rysku na objem 300 ml. Uchovéavejte 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) bromfenolova modi a dopliite vodou do 10 ml .Uchovavat pfi

teploté mistnosti.

vii) 10% SDS:
Navazte 10 g SDS a rozpustte v~ 90 ml vody, jemné& michejte, dopliite na celkovy objem 100 ml.

2.2. Priprava vzorki

Standardy proteinti: 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!!!!

Piipraveny roztok standardu o koncentraci 0,0001 mol.I" je smichéno v dvojnasobném nadbytku
s 2-merkaptoethanolem a vzorkovacim pufrem ve vialce o objemu 0,6 ml (¢inidla v poméru 1:5,25,
respektive). Pro denaturaci proteintl si pfipravte objem na pét davek v jedné vialce. Vialka se fadné
ozna¢i a vlozi cca na dobu 5 minut do horké vodni lazn¢ T =95°C. Tim se docili redukce
disulfidickych mustkd v proteinech. Po vychladnuti je do jamek davkovan objem 15 ul. Vypocdtéte

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
[“o] [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 23 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 3,3 2,5 0,1
11 3,7 3,7 2,5 0,1
12 3,4 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 5,3 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

*zaostfovaci koncentra¢ni pufr 0,5 mol.I"! Tris-HCI, pH 6,8

*rozligovaci délici pufr 1,5 mol.I" Tris-HCI, pH 8,8

Polyakrylamidovy gel se pfipravuje nalitim Cerstvé homogenné zamichané¢ smési. Roztok se lije

N 24

, V v v i s “1r s “_r , Ve -1 .
musi u sebe presné sedét. Zacina se délicim separacnim pufrem, pro ktery se pouzije 1,5 mol.l" Tris.

Dle zvoleného procenta gelu se pridava urcity pomér AA/BIS a vody a vzdy stejné mnozstvi TEMEDu
(5 ul) a 10% APS (50 pl) (viz tabulka). Tato smés se nalije kapilarou nebo pomoci injekéni stiikacky

mezi nachystana skla pfiblizné do vysSky 1,5 cm od vrchni Casti skla. Polymerace trva miniméiné 60

minut. Pro zabranéni pfistupu vzduchu a vyrovnani gelu slouzi butanol, ktery pokryje v malé vrstvé

separacni gel.

Zaostiovaci gel (nejlépe 4%) se pfipravuje az po odstranéni butanolu. Butanol se odlije naklonénim

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

se pridava urcity pomér AA/BIS a vody. Vzdy se pouzije 10 ul TEMED a 50 ul 10% APS. Vzniklou
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smés zamichame a kapilarou nebo injekéni stiikackou 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 dobé¢ se jemné vytdhnou hiebeny, tak aby se neponicily jejich konce.

Skla se sundaji ze stojanu.

Elektroforetickd komora se sklada zvelké prihledné plastové nadoby a bilych drzaki skel.
Zpolymerovany gel mezi skly se ptilozi k drzaku s elektrody kratsi ¢asti skel dovnitt. Celé se zasune do

vétSiho drzéku, ptipevni se k sob€ a vse se vlozi do nadoby.

Na drzak skel v elektroforetiské komote se polozi pomoci zafizeni pro nanaseni vzorkd, které ma
oznac¢ené jamky. Do hamiltonky se nasaje patiicné piesné mnozstvi vzorku (10 — 15 ul), které se
opatrné vytlaci jehlou vlozZenou do jamky gelu vytvofené hiebenem, tak aby se roztok nepielil do

sousedici jamky. Hamiltonka se pfed dalS$im pouzitim vzdy nejméné 4krat vyplachne destilovanou

vodou.

Po naneseni vzorku se odstrani pomocné zafizeni pro jejich nanaSeni. Nalije se elektroforeticky

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

Nasadi se spravné viko komory. Elektrody se zapoji ke zdroji 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 puft se vylije.
Skla se vyjmou z drzadku a omyji se destilovanou vodou. Uchopi se skla a opatrné se od sebe oddélaji
pomoci ztzené lopatky tak, aby gel zlstal na vétSim skle. To se preklopi a pomoci lopatky se pomalu

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

patfi¢ny fixacni roztok pro dany typ vizualizace. Déle 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. octova + 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 ponoti do fixaniho roztoku na 30 minut. Poté se roztok slije a na gel se da

barvici roztok, kdy se Petriho miska s gelem ulozi na 3 hodiny do lednicky (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 tiepani, aby se neptetrhl gel.

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

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

Postup barveni gelu stribrem:

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

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

5) 1% kyselina octova

Ve fixa¢nim roztoku se gel uchova po dobu 20-30 minut v lednicce. Poté se gel n¢kolikrat promyje

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

vyméni za 0,1% roztok stfibra a necha se inkubovat po dobu 30-40 minut v ledni¢ce. Pak se gel

promyje n¢kolikrat destilovanou vodou. Ponofi se do vyvijejiciho roztoku a s Petriho miskou s gelem

se tfepe v rukach. V piipadé 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 ledniéce.

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 diivodu je vhodnéjsi barveni CBB R-250 pro MALDI-TOF-MS nez

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

Vyhodnoceni protokolu

V protokolu uved'te své jméno a datum; staci vypracovat jeden protokol za jednu skupinu. Ddéle

pripojte experimentalni vysledky:

Vypoctéte Ry separovanych proteinl z naskenovaného gelu.

Identifikujte proteinu/y v nezndmém vzorku a statisticky vyhodnotte se separovanymi
standardy proteint.

Vypoctéte vyslednou koncentraci standardu proteinu v ddvkovaci jamce, tzn. mnozstvi

separovaného proteinu.

Dale uvedte odpovédi na otazky a diskusi vysledk.
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