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Sraz student v 8:00 gred laboratdii A5/108, s sebou pl&%a pezuti

PRINCIP

Polyakrylamidova gelova elektroforéza v pitomnosti SDS (SDS-PAGE)

SDS-PAGE slouzi k separaci protiina zaklad  rrotein s avémi Protein s jednou
jejich molekulové hmotnosti. Zafitim vzorku protein " podednetion
v denaturujicim a redukujicim pufru dochazi . - “
denaturaci protein véetrg odstragni disulfidovych 5 ‘_’J Q
mustki a jejich obaleni molekulami dodecylsulfat = 2
sodného (SDS), ktery dld proteinim celkovy zaporny | © |
naboj. Je to dano tim, Ze SDS se nekovatemfize na
proteiny v pondru 1.4 g SDS na 1 g bilkoviny. P
naneseni vzorku se zapérnabitymi proteiny na gel
umiseni gelu do elektrického pole migruji proteiny k
kladné elektrod (anod). Beéhem této migrace jsou
proteiny separovany na principu molekulového <
v polyakrylamidovém gelu (obrazek 1.). Po naslec , %
vizualizaci separovanych protéinv gelu se da it | |
jejich relativni molekulova hmotnost Srovnani — POLYAKRVLAMIDOVA GELOVA ELEKTROFOREZA
vzdalenosti od startu migrace dan€ého proteinu sssist _LI_—LI‘ o
standard o znamé molekulové hmotnosti. Koncentra
monomeru pouzitého kipraw gelu se voli podle Py
velikosti proteirii, které chceme separovat. Nizl
koncentrace se pouziva k separaci prdtein vysoké
molekulové hmotnosti, zatimco vysoka koncentrace
pouzivd Kk separaci protégin o malé molekulové Al \—
hmotnosti (viz tabulka 1). Vlastni monomer je ésin
akrylamidu a N,N’-methylenbisakrylamidu (BIS), kfer \ ®
zaji¥’uje zesiovani struktury polymeru.
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Obr. 1.Princip SDS PAGE

Tabulka 1.Separani schopnosti SDS-PAGE del separace
Koncentrace monomeru Oblast linearni
(akrylamid + BIS) [%T] separace [kDa]
15,0 12—-43
10,0 16-68
7,5 3694
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 vyznamsg nizsi mobilitu nez p
pH 8,8, které je nastaveno v segaien gelu. Diky tomu v koncenttaim 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).

V prvnim - koncentrénim gelu se anioniadi nasledowhdle mobility: 1. chloridy 2.
proteiny 3. glycin. Vtéto situacitiflky gel) dochazi k zuzeni (isotachoforetickému
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zakoncentrovani) zény protdirdiky tomu, Ze ionty glycinu tta ,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.

Proteiny v
hornim gelu

Koncentracni gel [

Koncentracni
gel

{| Koncentracni
gel |

1 Proteiny
_—
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Separacni gel

Obr. 2.Princip diskontinualni elektroforézy

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

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

Western blotting

Western blot je analytickd metoda slouZicit&rmsu a imunochemické detekci protein
z SDS-PAGE gelu. Proteiny z SDS-PAGE gelu jsou mejjireneseny pomoci elektrického
pole na chemicky i mechanicky ode&i membranu (nitroceluléza nebo
polyvinylidendifluorid (PVDF)) (obrazek 3). Exisiujlva typy usptadani western blotu a to
~wet blotting“ (mokry genos) a ,.semi-dry blotting" (polosuchygmos), pomoci obou metod
je dosahovano srovnatelnych vyslédiNa membrah pak probiha imunochemicka detekce
proteini za pomoci primarni a sekundarni protilatky. Primdrotilatka je specificka igi
cilovému proteinu (antigenu), nebse vaze na specifickou sekvenci aminokyselin avéin
proteinu zvanou epitop, kter4 se liSi protein odtginu. Sekundarni protilatka je pak
specificka proti imunoglobuliim zvirete, které vytviilo primarni protilatku, vytvé tedy
komplex s primarni protilatkou v mésfejihno komplexu s antigenem. Sekundarni protilatka
navic nese detéki systém (obvykle enzym — alkalicka fosfatasapyielasa), ktery rozklada
substrat, ktery po rozloZeni produkuje chemiluntergi (sviti) v mist komplexu antigen-
primarni protilatka-sekundarni protilatka. Diky wke specifi¢ interakce antigen-protilatka a
vysoké citlivosti detekce je mozné identifikovatigem konkrétni protein ze $si obsahujici
az stovky proteit.
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Obr. 3 Princip genosu proteitn pomoci western blottingu
PRAKTICKA CAST

Piiprava SDS-PAGE gelu

SloZeni send¥¢bvé kazety pro naliti gelu (viz obr. 4)

a. Umisgte nalévaci stojan a ragke 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 okma klipsnami zarove

e. Umisgte nalévaci rantek se skly na nalévaci stojan (nezapti@@mistit na stojan
tésnici podlozku) aijtlacte je pomoci pruzinky.

== Pruginky na pfitlageni skal

Halévaci stojan bez tésnici
- podlodky. Tésnici podlodka
mwsi byt poudita pifi nalévani

Bod d.) Bod e.)
Obr. 4. Sestaveni nalévaciho stojanu pro SDS-PAGE
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Nalévani separ&niho gelu

a.

e.

Na zaklad tabulky 2 namichejte sfa pro 10 % sepatai gel do Erlenmayerovy
baiky nebo kadinky a promichejte. Jako poslediidgvejte persiran amonny a
TEMED (N,N,N',N'-tetramethyl-ethan-1,2-diamin), ke slouzi jako iniciator a
katalyzator polymerace. @ppromichejtePracujte v digestdi — smés monomeii
ma& neurotoxické a potencial@ karcinogenni &inky, polymer je v3ak jiz zdravi
neskodny.

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

c. Prevrstwte opatrg nality gel tenkou vrstvou vodou.
d.

Po 20 minutach vyndejte nalévaci r&mle se skly z nalévaciho stojanu a pomoci
filtra¢niho papiru odsajte vodu na povrchu polymerovarngho.
Vrat'te nalévaci ramek se skly do nalévaciho stojanu.

Nalévani koncentraniho gelu

a.

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

Pomoci 5 ml pipety nalijtefpraveny gel meziipravena skla na jiz ztuhly sepand
gel tak, aby koncentéai gel byl nalit az 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.

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 | 1.5M Tris pH 8.8) 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 pro SDS-PAGE

a.

oo

Wiméte skla z nalévaciho rarier a umisite kazdé sklo do drazek v elektrodovém
drzaku. Skla musi byt umésta tak, Ze kratSi skla jsou orientovana ddvsitérem

k sok&, ¢imz vytv&i vanicku pro naliti pufru (obr. 5)

Takto gipraveny elektrodovy drzak se skly zasado upinaciho raniku.

Gely pitlacte na zelen&sreni pomoci klipsen.

Upinaci rameéek poté vlozZte do elektrodoveé vany.
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e. Do komirky mezi skly (katodovy prostor) v elektrodovém @ka nalijte elektrodovy
pufr (az po okraj, cca. 125 ml). Do elektrodovéwémodovy prosotor) nalijte potom
asi 200 ml elektrodoveého pufru.

Bod c.) Bod c.)
Obr. 5.Sestaveni sendie pro SDS-PAGE

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 Hamiltongipety vzorky a standardy

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

Hamiltonova pipeta

oo

Pomocna vlozka
pro nanaseni

Obr. 6.Naneseni vzorku do jamek v SDS-PAGE gelu
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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, otevete elektroforetickou aparaturu, vygta z ni vnitni elektrodovy
prostor a slijte elektrodovy pufr. Uvalte z vnitniho elektrodového prostoru drzdk s gelem a
opatrnym zap&nim od sebe uvolte skla. Z gelu odstiide koncentréni cast a zbytek
pieneste do 7% kyseliny octové (viz bod ,a“ dale).

Protokol pro barveni SDS-PAGE geal stfibrem

Provadijte na tepace na rychlost ,pomalu®, vyvijeni a zastavovani iygmi na rychlost
~rychle®
. Pondte gel na 7 minut do 100 ml 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

Proplachsgte 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 kapkéch roztok A. potéigiejte 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

citronoveé a 100ul 37% formaldehydu. Dale skipravte 200 ml 7% kyseliny octove.

m. Pondte gel do vyvijeciho roztoku a inkubujte ho, dokoejsou viditelné prouzky
(obvykle 2-10 minut).

n. Vyvijeni zastavte vypushim vyvijeciho roztoku, fidanim 200 ml 7% kyseliny octové
a inkubaci po dobu 10 min.

S @mpoooT

Sestaveni aparatury pro western blotting

a. Pred slozenim sendié (obr. 7) nejprve membranu pdteo do methanolu a poté
ekvilibrujte v grenosoveém pufru 5 minut.

Namate fti filtra¢ni papiry do penosového pufru a umést je na podlozku.

Rukavice sméte v grenosovém pufru, opairnvezntte gel do rukou afgneste jej na
filtracni papiry.

Predpipravte si dalSi 3 filtréni papiry v penosovém pufru.

Membranu opatuchopte pinzetou zdézek a umisite ji na gel.

Ihned zakryjte vrstvou filtrnich papié.

Membrana musi séovat k anod (+).

oo

@~oo
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é\‘-__.____ Blotting paper

(2-3 sheets)
= These stack compo-
T G nents are the same
size as the gel or
Membrane slightly smaller

/" /

" Blolting paper
(23 sheets)

T Mask {opening approx. 2 mm smaller
than the gel on ali sides). Optional.

Obr. 7.Sestaveni sendig pro semi-dry blotting

Vlastni prenos

Aparaturu pipojte ke zdroji stejnos#mného nagti, nastavte konstantni n&p30 V a nechte
probihat penos po dobu 30 min.
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Imunochemicka detekce na membraé

a. Blotovaci slozku uchopte za kryci stran
(modré okraje) a sniéte membranovou
stranu destilovanou vodou v nateai
vanicce.Nenam&tejte kryci stranu. Poté
pieneste nant@nou sloZzku na
podlozku.

b. Je-li teba, pedmdite membranu
v methanolu a vada umistte ji do
blotovaci sloZkyproteinovou stranou
dola.

c. Jemr odstraite vzduchové bubliny
valetkem, uzavete sloZzku a znovu
piejed’te val&kem.

d. Otewvete kazetu, blot otve proteinovou
stranou nahoru a umést jej do kazety. -_
Vytez ve sloZce usnadje spravné AN
umiseni do kazety. Ao

e. Zawete a uzamkite kazetu. Rdejte 30 ml A
blokovaciho pufru. Inkubujte 5 min. !@@
Pritlacte kazetu ddl a otevete [¥ivod Qe (F)
vakua. Jakmile je vSechen roztok odsat, @
vyprete vakuum.

f. Na povrch membrany aplikujte 5 ml
roztoku primarni protilatky.

g. Inkubujte 10 min fi pokojové teplat. E
Roztok se vsakne do membrany a povrch sesy,

muze jevit suchy. Upozotmi: Nezapinejte =
vakuum dive nez po 10 min inkubace.

h. Pritlacte kazetu ddi a otevete givod
vakua. Vykejte 5-8 s dokud nebude
vSechen roztok odsaty.

i. Pri oteweném pivodu vakua, pdavejte
30 ml promyvaciho pufru. Promyvani
opakujte jest 3x (celkow 4 promyti).
Vypnéte piivod vakua.

j.  Na povrch membrany aplikujte 5 ml
roztoku sekundarni protilatky. Inkubujte 10
min pii pokojoveé teplot. Roztok se off vsakne do membrany a povrch s&m jevit
suchy.
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k. Pritlacte kazetu ddi a otevete givod vakua. Vykejte 5-8 s dokud nebude vSechen
roztok odsaty. B otewweném pivodu vakua, fidavejte 30 ml promyvaciho pufru.
Promyvani opakujte je38x (celkow 4 promyti).

[.  Vypnéte privod vakua. Vyjnéte blot ze sloZky a inkubujte 2 minuty v 10 ml
detekéniho pufru.

m. Poté slijte detedni pufr a inkubujte s 10 ml BCIP/NBT substratibpzné 2-5 minut.

Slozeni pufmi pro SDS-PAGE

NanaSeci (denatumai a redukujici) pufr

250 mM Tris/HCI pH 6.8 1,25 ml 1 M Tris/HCI pH&

10 % SDS 0,59 SDS

30 % glycerol 1,5 ml glycerolu

5 % B-merkaptoethanol 2540 p-merkaptoethanolu

bromfenolova moil piidavek zasobniho roztoku do modrého
zbarveni

doplnit ddHO do 5 ml a rozalikvotovat

Elektroforeticky pufr (10 x koncentrovany)

TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) 30,39
Glycin 144 g
SDS 10g

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

Slozeni pufmi pro western blotting

Prenosovy pufr

Tris 3,09
Glycin 14,49
Doplnit do 800 ml ddkD

Blokovaci pufr
5% odtwnené susSené 1éko v 1x TBS pufru

1x TBS promyvaci pufr

Tris 6,05 ¢

NaCl 8,76 g

Rozpusit v 800 ml ddpD. Pomoci 1 M HCI upravit pH na 7.5 a doplit doddH,O.

Detekeni pufr

TRIS 3,029
MgCl, 0,25¢g
NacCl 1,46 ¢

Upravit pH na 9.5 a doplnit do 250 ml dgBi

BCIP/NBT substrat

5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat (BCIP) 1,5mg
Nitrobluetetrazolium (NBT) 3,0 mg
Rozpustit v 10 ml detekiho pufru




