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Sraz student v 8:15 pFed laboratdii A5/108, s sebou pl&%a prezuti

SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS PAGE
PRINCIP

SDS polyakrylamidova gelova elektroforéz eroteins avémi Protein s jednou
slouzi k separaci proteinna zaklad jejich molekulovg ~ "*#" ™ a® podednetion
hmotnosti. Zakatim vzorku proteith v denaturujicim a  * - “
redukujicim pufru dochazi k denaturaci probeigetns &6 '_’J Q
odstragni disulfidovych niistki a jejich obaleni = 2
molekulami dodecylsulfatu sodného (SDS), ktergliuc | © |
proteinim celkovy zaporny naboj. Je to dano tim, ze S
se nekovalenthvaze na proteiny v patru 1.4 g SDS na
1 g bilkoviny. Po naneseni vzorku se zapomabitymi
proteiny na gel a umisti gelu do elektrického pole
migruji proteiny ke kladné elektrédanod). Bechem této
migrace jsou proteiny separovany na princi
molekulového sita v polyakrylamidovém gelu (obréaz
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1.). Po nésledné vizualizaci separovanych prateigelu | ’ |

se da utit jejich relativni molekulovda hmotnos — POLYAKRVLAMIDOVA GELOVA ELEKTROFOREZA
srovnanim vzdalenosti od startu migrace danéheinot _LI_—LI‘ &
se smdsi standarl 0 znadmé molekulové hmotnost

Koncentrace monomeru pouZzitéhoikgoaw gelu se voli Py —

podle velikosti proteit, které chceme separovat. Nizl
koncentrace se pouziva k separaci prdtein vysoké
molekulové hmotnosti, zatimco vysoka koncentrace
pouzivd Kk separaci protéin o malé molekulové Al \—

hmotnosti (viz tabulka 1). Vlastni monomer je ésin

akrylamidu a N,N’-methylenbisakrylamidu (BIS), kjer \ ®
zaji¥’uje zesiovani struktury polymeru.

Obrazek 1Princip SDS PAGE
separace

Tabulka 1.Separani schopnosti SDS-PAGE del

Koncentrace monomeru Oblast linearni
(akrylamid + BIS) [%T] separace [kDa]
15,0 12—-43
10,0 16-68
7,5 36-94
5,0 57-212

V praxi se pro separace proteivelmi casto pouziva tzv. diskontinualni elektroforéza
skladajici se ze dvou dgelkoncentraniho a sepatamiho (obrdzek 2). Tyto gely majiana
pH a také #iznou koncentraci monomeru. Koncegtragel ma pH cca 6,8 fipkterém maiji
ionty glycinu (pl=6,1) obsaZené v elektroforetick@uifru vyznameg nizsi mobilitu nez p
pH 8,8, které je nastaveno v segaien gelu. Diky tomu v koncentfaim a sepakaim gelu
panuji odliSné sepatai podminky. Krond ionti glycinu se v systému nachazeji také anionty
proteini, anionty chloridu a kationty (protionty) TRIS @(hydroxymethyl)aminomethan).
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V prvnim - koncentrénim gelu se anionkadi nasledowhdle mobility: 1. chloridy 2.
proteiny 3. glycin. Vtéto situacitiflky gel) doch&zi k zUZeni (isotachoforetickému
zakoncentrovani) zény protdirdiky tomu, Ze ionty glycinu tt ,zezadu“ na zénu protein
kterd je zefedu ohrariena z6nou chloridovych anidntDiky tomu je zéna proteinvelmi
dohe zUzZena (zakoncentrovanagg vstupem do sep&rdho gelu.

Po vstupu do sepamaiho gelu je ptadi mobilit aniofi diky vy$Simu pH a tim padem
zaporrgjSimu naboji glycinu a jeho vysSi mobiliodlisné: 1. chloridy 2. glycin 3. proteiny.
V této situaci jiz mobilita proteih neni zezadu ovlitovana jinymi ionty a diky hustSimu
separanimu gelu se proteiny §znou molekulovou hmotnosti postépseparuji na principu
molekulového sita podle své molekulové hmotnosti.
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Obrazek 2Princip diskontinualni elektroforézy

Vzorce pro vypaotet podilu celkového monomeru (%T) v gelu a podilu rosslinkujici
slozky (% C) v monomeru

m(akrylamid) + m(BIS) Big)
%T = ---- %C = -
m (roztoku v okamziku polymerace) m(akrylamid) + m(BIS)

PRAKTICKA CAST

Priprava gelu

SloZeni send¢bveé kazety pro naliti gelu (viz obrazek na nasledgitrar)

a. Umisgte nalévaci stojan a ragig/ na rovnou podlozku.

b. Vezméte delSi skla se spacery o tlées 1.0 mm a umiste na ®& kratSi skla.

c. Umisgte skla do nalévaciho radie tak, Ze popis na delSim skle je orientovan
nahoru.

d. Zaklaprete skla oBma klipsnami zarove

e. Umisgte nalévaci rantek se skly na nalévaci stojan (nezapst@eimistit na stojan
tésnici podloZku) afftlacte je pomoci pruzinky.
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Nalévani separ&niho gelu

a.

C.
d.

e.

Na zaklad tabulky 2 namichejte sfa pro 10 % sepakai gel do Erlenmayerovy
baiky nebo kadinky a promichejte. Jako poslediidgvejte persiran amonny a
TEMED (N,N,N',N'-tetramethyl-ethan-1,2-diamin), iée slouzi jako iniciator a
katalyzator polymerace. @ppromichejte Pracujte v digestdti — smés monomeia
ma neurotoxické a potencial@ karcinogenni &inky, polymer je vSak jiz zdravi
neskodny.

Pomoci 5 ml pipety nalijtefpraveny gel mezi fipravena skla tak, aby od okraje
kratSiho skla istala mezera cca. 1 cm.

Prevrstwte opatri nality gel tenkou vrstvou vodou.

Po 20 minutach vyndejte nalévaci r&mle se skly z nalévaciho stojanu a pomoci
filtra¢niho papiru odsajte vodu na povrchu polymerovargho.

Vrat'te nalévaci ramiek se skly do nalévaciho stojanu.

Nalévani koncentrainiho gelu

a.

oo

Na zéklad tabulky 2 namichejte sfa pro 5 % koncenttai gel do Erlenmayerovy
baiky nebo kadinky. Jako poslednicopiidavejte persiran amonny a TEMED abp
promichejte. Pracujte v digest&i — smés monomeii ma neurotoxické a
potencialné karcinogenni inky, polymer je vSak jiz zdravi neSkodny.

Pomoci 5 ml pipety nalijtefpraveny gel meziiipravena skla na jiz ztuhly sepand
gel tak, aby koncentéai gel byl nalit aZz po okraj kratSiho skla.

Poté opatré zasuite mezi skla tebinek o tlougce 1.0 mm.

Po 20 minutdch vyndejte nalévaci raele se skly z nalévaciho stojanu, vyndejte
opatrreé hiebinek a vzniklé jamky proplacéte deionizovanou vodou.
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Tabulka 2 SloZeni srssi pro nalévani gelu

5% (T) koncentraéni gel 10% (T) separani gel
Latka/roztok Objem [ml] | Latka/roztok Objem [ml]
30 % (akrylamid + BIS 0,850 30 % (akrylamid + BIS) 3,350
37,5:1) 37,5:1)

1 M Tris (pH 6.8) 0,625 1.5 M Tris pH 8.9 2,500
10 % persiran amonny 0,050 10 % persiran amonny 0,100
10 % SDS 0,050 10 % SDS 0,100
TEMED 0,005 TEMED 0,004
H.O 3,400 H.O 3,950
Celkovy objem 5,000 Celkovy objem 10,000

Sestaveni aparatury

a. Wjméte skla z nalévaciho rarias a umistte kazdé sklo do drazek v elektrodovém
drzaku. Skla musi byt umésta tak, Ze kratSi skla jsou orientovana ddvsitérem

k sol®, ¢imZ vytv&i vanicku pro naliti pufru.

Takto gipraveny elektrodovy drzak se skly zasudo upinaciho raniku.

Gely pitlacte na zelen&sreni pomoci klipsen.

Upinaci rameéek poté vlozte do elektrodové vany.

Do komirky mezi skly (katodovy prostor) v elektrodovém &ki nalijte elektrodovy
pufr (aZ po okraj, cca. 125 ml). Do elektrodovéwémodovy prosotor) nalijte potom
asi 200 ml elektrodového pufru.

®ooo
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Naneseni vzorku

a. Pred nanesenim umése vzorek a swsi standardnich proteino znameé molekulové
hmotnosti (standardy) na 5 minut do termoblokurayho na 95°C.

b. Poté vzorek a standard zctfita na ledu.

Do horni vaniky si vlozte pomocnou vlozku pro nanaSeni vzorku.

Do jednotlivych jamek nanasSejte pomoci Hamiltonguipety vzorky a standardy

podle rozpisu. Obvykle se nanasi 20-30 pg celkopgbteinu na jamku.

oo

Hamiltonova pipeta

Pomocna viozka
pro nanaseni

Vlastni elektroforéza

Elektroforetickou aparaturu uzaie vikem a fipojte ji ke zdroji stejnosgrného
napsti. Na zdroji nastavte konstantni proud 30 mA/gepo zapnuti ponechte elektroforézu
probihat tak dlouho, az zéna bromfenolové ihddputuje ke spodnimu okraji gelu.

Ukonéeni elektroforézy

Vypnéte zdroj, otetete elektroforetickou aparaturu, vy§ta z ni vnitni elektrodovy
prostor, a slijte elektrodovy pufr. Uvale z vnitniho elektrodového prostoru drzak s gelem
a opatrnym zap#nim od sebe uvolte skla. Z gelu odstiée koncentréni ¢ast a zbytek
pieneste do vody.
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Protokol pro barveni gehi stfibrem

Provadijte na tepace na rychlost ,pomalu®, vyvijeni a zastavovani iygmi na rychlost
»rychle®

. Pondte gel na 7 minut do 7% kyseliny octové

Pondte gel na 10 minut do 50% metanolu

Znovu pondte gel na 10 minut do 50% metanolu

Pripravte si roztok A: 0.8 g dusianu stibrného + 4 ml deionizované vody

Proplachgte gel po dobu 10 minut v 100 ml vody

Proplachgte gel po dobu 10 minut v 100 ml vody

5 minut ged poslednim promytimijpravte roztok B: 21 ml vody + 250 pl 30 %
NaOH + 1.4 ml 14.8 M hydroxidu amonného

Pripravte barvici roztok: Roztok B umdgt na michéku a za neustalého michani
pridejte po kapkach roztok A. potéigejte 76 ml deionizované vody.

Pondte gel na 15 minut do barviciho roztoku.

Proplachgte gel po dobu 5 minut v 100 ml vody

Znovu proplachéte gel po dobu 5 minut v 100 ml vody

Pripravte vyvijeci roztok: Smichejte 200 ml deioniaoe vody s 1 ml 1% kyseliny
citronové a 100ul 37% formaldehydu. Dale skipravte 200 ml 7% kyseliny octové.
m. Pondte gel do vyvijeciho roztoku a inkubujte ho, dokoejsou viditelné prouzky

(obvykle 2-10 minut).
n. Vyvijeni zastavte vypudhim vyvijeciho roztoku, fiidanim 200 ml 7% kyseliny octové
a inkubaci po dobu 10 min.

S @mpoooT

SloZeni pufni

NanaSeci (denatumai a redukujici) pufr

250 mM Tris-HCI pH 6.8

10 % SDS

30 % Glycerol

5 % pB-merkaptoethanol (nebo 0.5M dithiothreitol)
0.02 % bromfenolova mad

Elektroforeticky pufr (10 x koncentrovany)

TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) 30.3¢g
Glycin 144 g
SDS 10g

Doplnit do 1l vodou (pH se neupravuje,&ma pH= 8,8). f#&d pouzitim se desetkréatedi
deionizovanou vodou.



