PrF MU C9320 Metody biochemického vyzkumu Uloha 4: SDS-PAGE + western blotting

Sraz studentii v 8:00 pied laboratoii A5/108, s sebou plast’ a piezuti

PRINCIP

Polyakrylamidova gelova elektroforéza v pritomnosti SDS (SDS-PAGE)

SDS-PAGE slouzi k separaci proteinli na zaklad¢ Protein s dvémi Protein s jednou
P , . w7 . podjednotkami A.B podjednotkou
jejich molekulové hmotnosti. Zahiatim vzorku proteinii
v denaturujicim a redukujicim pufru dochazi k denaturaci E . $
proteint véetné odstranéni disulfidovych mistkd a jejich as
obaleni molekulami dodecylsulfatu sodného (SDS), ktery
udéli proteinim celkovy zéporny naboj. Je to dano tim, ze | |
SDS se nekovalentné vaze na proteiny v poméru 1.4 g
SDS na 1 g bilkoviny. Po naneseni vzorku se zaporné
nabitymi proteiny na gel a umisténi gelu do elektrického
pole migruji proteiny ke kladné elektrod¢ (anod¢). Behem
této migrace jsou proteiny separovany na principu
molekulového sita v polyakrylamidovém gelu (obrazek

ZAHRATI S SDS A MERKAPTOETHANOLEM

|

negativné

, ;. . . , S nahité SDS c
1.). Po nasledné vizualizaci separovanych proteind v gelu A g maleialy
se da wurcit jejich relativni molekulovda hmotnost | |
srovnanim vzdalenosti od startu migrace dan¢ho proteinu ROCYANRYLAMIOVA GELOVA ELERTROEOREZA

se smési standardu o znamé molekulové hmotnosti. _L'_ —Ll‘ o

Koncentrace monomeru pouzitého k ptipravé gelu se voli
podle velikosti proteini, které chceme separovat. Nizka 8 | \ e/
koncentrace se pouziva k separaci proteini o vysoké

, . . . ¢ ezt
molekulové hmotnosti, zatimco vysokd koncentrace se
pouziva k separaci proteinti o malé molekulové hmotnosti
(viz tabulka 1). Vlastni monomer je smési akrylamidu a Al \e—
N,N’-methylenbisakrylamidu (BIS), ktery =zajiStuje
zesitovani struktury polymeru. \ ®
Tabulka 1. Separa¢ni schopnosti SDS-PAGE gelt Obr. 1. Princip SDS PAGE
separace
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 proteinil velmi Casto pouziva tzv. diskontinudlni elektroforéza
skladajici se ze dvou gell, koncentra¢niho a separacniho (obrazek 2). Tyto gely maji riznd pH
a také riiznou koncentraci monomeru. Koncentra¢ni gel méa pH cca 6,8, pfi kterém maji ionty
glycinu (pl=6,1) obsazené v elektroforetickém pufru vyznamné niZ§i mobilitu nez pfi pH 8.8,
které je nastaveno v separa¢nim gelu. Diky tomu v koncentra¢nim a separa¢nim gelu panuji
odlisné separacni podminky. Kromé ionti glycinu se v systému nachdzeji také anionty
proteint, anionty chloridu a kationty (protionty) TRIS (tris(hydroxymethyl)aminomethan).

V prvnim - koncentracnim gelu se aniony fadi nasledovné dle mobility: 1. chloridy 2.
proteiny 3. glycin. V této situaci (fidky gel) dochdzi k zuzeni (isotachoforetickému
zakoncentrovani) zony proteinti diky tomu, Ze ionty glycinu tla¢i ,,zezadu* na zoénu proteint,
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ktera je ,,zepfedu* ohrani¢ena zonou chloridovych aniontd. Diky tomu je z6éna proteint velmi
dobfie zuzena (zakoncentrovana) pfed vstupem do separacniho gelu.

Po vstupu do separacniho gelu je potadi mobilit aniont diky vys$Simu pH a tim padem
zaporn€jSimu naboji glycinu a jeho vyssi mobilit€¢ odlisné: 1. chloridy 2. glycin 3. proteiny.
V této situaci jiz mobilita proteinii neni zezadu ovliviiovdna jinymi ionty a diky hustSimu
separacnimu gelu se proteiny s riznou molekulovou hmotnosti postupné separuji na principu
molekulového sita podle své molekulové hmotnosti.

Proteiny v
hornim gelu
Koncentraéni gel [ Koncemrazg: Koncentraéni [
- - gel Proteiny
_ {f —

Separacni gel

Obr. 2. Princip diskontinualni elektroforézy

Vzorce pro vypocet podilu celkového monomeru (%7T) v gelu a podilu crosslinkujici
slozky (%C) v monomeru

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

Barveni a identifikace proteina

K barveni proteinli separovanych v elektroforetickych gelech se vyuziva:

1. Barveni stfibrem: Ag" elektrostaticky interaguje se zaporné nabitymi skupinami proteint
v gelech a sulfitovou skupinou SDS. Ve vyvijecim kroku dochazi k redukci Ag* na Ag’.
Vyvijeni se zastavuje vizualn€. Barveni stiibrem je nejcitlivejsi.

2. Barveni Coomassie Brilliant Blue: Barvivo Coomassie Brilliant Blue vytvafi s proteiny
komplexy, barveni probihd do rovnovahy. Citliv€j§i metody zahrnuji barveni koloidni
Coomassie.

3. Barveni fluorescenénimi barvami (Sypro Ruby). Sypro Ruby vytvéii s proteiny komplexy,
barveni probiha do rovnovahy. Fluorescencni barveni je citlivéj$i nez barveni Coomassie, je
vSak velmi drahé.

K barveni proteinil na blotovacich membranach se vyuzivaji metody na bazi barveni Ponceau
a amidocerni.

K identifikaci proteinii separovanych v gelech lze vyuzit hmotnostni spektrometrie, pro
sekvenaci od N-konce pak Edmanovo odbourdvani.

Western blotting a imunochemicka detekce proteint

Western blotting je mikropreparativni metoda slouzici k pfenosu proteini z SDS-PAGE gelu
pomoci elektrického pole na chemicky i mechanicky odolngj$i membranu (z nitroceluldzy nebo
polyvinylidendifluoridu (PVDF)) (obrazek 3). Existuji dva typy uspotadani western blottingu
a to ,,wet blotting™ (mokry pfenos) a ,,semi-dry blotting™ (polosuchy pienos). Na membrané
pak probiha imunochemicka detekce vybranych proteinii za pomoci primarni a sekundarni
protilatky. Primarni protilatka je specificka vii¢i cilovému proteinu (antigenu), nebot’ se vaze
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na sekvenci aminokyselin v cilovém proteinu zvanou epitop, kterd musi byt specificka pro dany
protein. Sekundarni protilatka je pak specificka proti imunoglobulintim zvifete, ve kterém byla
vytvofena primarni protilatka, vytvari tedy komplex s primarni protilatkou v misté jejiho
komplexu s antigenem. Sekundarni protilatka navic nese detek¢ni systém (obvykle enzym —
kfenova peroxidasa, alkalicka fosfatasa), ktery rozklada substrat, ktery po rozlozeni bud’
produkuje chemiluminiscenci (sviti) nebo viditelné zbarveni v misté¢ komplexu antigen-
primarni protilatka-sekundarni protilatka. Diky specifit¢ interakce antigen-protilatka a vysoké
citlivosti detekce je mozné identifikovat jeden konkrétni protein ze smési obsahujici az tisice
proteinti. Kvalita vysledkt vzdy velmi zalezi na kvalité primarni protilatky.

V ramci cviceni provedeme zjednodusenou ulohu, v niz budeme detekovat biotinem znaceny
protein albumin o hmotnosti 66 kDa pomoci streptavidinu znaceného kienovou peroxidasou
(nahrazujici primarni 1 sekundarni protilatku).

Gel
Membrane
H B N - "
B B B =
—_— o =
b
Blot Paper Blot Paper Mcembrane
Gel .
= Sandwich

Obr. 3. Princip pfenosu proteini pomoci western blottingu
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PRAKTICKA CAST

Priprava SDS-PAGE gelu

Slozeni kazety pro naliti gelu (viz obr. 4)

a
b.
c

Umistéte ramecky a nalévaci stojan na rovnou podlozku.

Vezméte delsi skla se spacery o tloust’ce 1.0 mm a umistéte na n¢ kratsi skla.
Umistéte skla do nalévaciho ramecku tak, ze popis na del$im skle je orientovan
nahoru.

Zaklapnéte skla obéma klipsnami zaroven.

Umistéte nalévaci rdmecek se skly na nalévaci stojan (nezapomente umistit na
stojan tésnici podlozku) a pfitlacte je pomoci pruzinky.

s
e e
Klipsna v bteviens pozici - -

. f/ ENR
>4 ﬂ \:iT,f"' Casting

Bodb.) Bodc.)

-"'_".' e

“= Pruginky na pfitlateni skel

- Malevaci stojan bez tésnici
-~ g podlodky. Tésnici podiodka
A o T musi byt poufita pii nalévani

Bod d.) Bode.)

Obr. 4. Sestaveni nalévaciho stojanu pro SDS-PAGE

Nalévani separacniho gelu

Do eppendorfky si ptipravte 1 ml 10% roztoku persiranu amonného (APS) rozpusténim
0,1 g APS v 0,9 ml dd H>O. Na zéklad¢ tabulky 2 namichejte smés pro 10 % separacni
gel do kadinky a promichejte. Jako posledni pfidavejte persiran amonny a TEMED
(N,N,N',N'-tetramethyl-ethan-1,2-diamin), které slouzi jako inicidtor a katalyzator

polymerace. Opét promichejte. Pracujte v digestoFi — smés monomerd ma
neurotoxické a potencialné karcinogenni ucinky, polymer je vSak jiz zdravi
neSkodny.

Pomoci 5 ml pipety nalijte pfipraveny gel mezi pfipravend skla tak, aby od okraje
kratsiho skla zistala mezera cca 1 cm.

Prevrstvéte opatrné nality gel tenkou vrstvou vody.

Po 20 minutich vyndejte nalévaci ramecek se skly z nalévaciho stojanu a pomoci
filtracniho papiru odsajte vodu na povrchu polymerovaného gelu.

Vrat'te nalévaci rdmecek se skly do nalévaciho stojanu.
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Nalévani koncentra¢niho gelu

a.

Na zakladé tabulky 2 namichejte smés pro 5 % koncentracni gel do kadinky. Jako
posledni opét pridavejte persiran amonny a TEMED a opét promichejte. Pracujte
v digestoii — smés monomeri ma neurotoxické a potencialné karcinogenni ucinky,
polymer je vSak jiz zdravi neSkodny.

Pomoci 5 ml pipety nalijte piipraveny gel mezi piipravena skla na jiz ztuhly separacni
gel tak, aby koncentra¢ni gel byl nalit az po okraj kratsiho skla.

Poté opatrné zasunte mezi skla hiebinek o tloust’ce 1.0 mm.

Po 20 minutach vyndejte nalévaci ramecek se skly z nalévaciho stojanu, vyndejte
opatrn¢ hiebinek a vzniklé jamky proplachnéte deionizovanou vodou.

Tabulka 2. Slozeni smési pro nalévani gelu

(2.) 5% (T) koncentracni gel (1.) 10% (T) separacni 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 8.8) 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
H20 3,400 H20 3,950
Celkovy objem 5,000 Celkovy objem 10,000

Sestaveni aparatury pro SDS-PAGE

a.

® 00T

Vyjméte skla z nalévaciho rdmecku a umistéte kazdé sklo do drazek v elektrodovém
drzéku. Skla musi byt umisténa tak, ze kratsi skla jsou orientovdna dovnitf smérem
k sobé&, ¢imz vytvafi vanicku pro naliti pufru (obr. 5)

Takto ptipraveny elektrodovy drzak se skly zasuiite do upinaciho ramecku.

Gely pfitlacte na zelené tésnéni pomoci klipsen.

Upinaci ramecek poté¢ vlozte do elektrodové vany.

Do komirky mezi skly (katodovy prostor) v elektrodovém drzaku nalijte elektrodovy
puftr (aZ po okraj, cca. 125 ml). Do elektrodové vany (anodovy prosotor) nalijte potom
asi 200 ml elektrodového pufru.
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Bod a.)

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

Naneseni vzorku

a. Pred nanesenim umistéte vzorek a smési standardnich proteinti o zndmé molekulové
hmotnosti (standardy) na 5 minut do termobloku vyhté4tého na 95°C.

b. Poté vzorek a standard zchlad'te na ledu.

Do horni vanicky si vlozte tzv. voditko pro nanaSeni vzorku.

d. Do jednotlivych jamek nanasejte pomoci pipety se specialnimi $pi¢kami pro davkovani
vzorkli do gelu vzorky a standardy podle rozpisu. Obvykle se nanasi 20-30 pg
celkového proteinu na jamku.

Pipeta se Spickou pro
davkovani do gelu

Voditko

o

Obr. 6. Naneseni vzorku do jamek v SDS-PAGE gelu

V ramci cvi¢eni provedeme separaci proteinovych vzorki ve dvou gelech:

V gelu 1 budeme separovat: dvé smési proteinovych standardii o zndmych molekulovych
hmotnostech (obarveny a neobarveny standard), hovézi sérovy albumin (66 kDa), hovezi
krevni sérum (2,5 pg, 10 ug a 25 pg) a bakteridlni lyzat (2,5 pg, 10 ug a 25 pg). Gel 1 bude
nasledné obarven stfibrem.

V gelu 2 budeme separovat: smési proteinovych standardi o znamych molekulovych
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hmotnostech (obarveny standard), bakterialni lyzat a bakteridlni lyzat obsahujici biotinylovany
albumin. U gelu 2 bude proveden western blotting a protein-specificka detekce.

Vlastni elektroforéza

Elektroforetickou aparaturu uzaviete vikem a pfipojte ji ke zdroji stejnosmérného
napéti. Na zdroji nastavte konstantni proud 30 mA/gel a po zapnuti ponechte elektroforézu
probihat tak dlouho, az zéna bromfenolové modii doputuje ke spodnimu okraji gelu.

Ukonceni elektroforézy

Vypnéte zdroj, oteviete elektroforetickou aparaturu, vyjméte z ni vnitini elektrodovy
prostor a slijte elektrodovy pufr. Uvolnéte z vnitiniho elektrodového prostoru drzak s gelem a
opatrnym zapacenim od sebe uvolnéte skla. Z gelu odstranite koncentracni ¢ast a zbytek
preneste do 7% kyseliny octové (viz bod ,,a“ dale).

Protokol pro barveni SDS-PAGE gela stiibrem

Provadéjte na tfepacce na rychlost ,,pomalu®, vyvijeni a zastavovani vyvijeni na rychlost

,»rychle®

Ponoftte gel na 7 minut do 100 ml 7% kyseliny octové

Ponoftte gel na 10 minut do 50% metanolu

Znovu ponoite gel na 10 minut do 50% metanolu

Ptipravte si roztok A: 0.8 g dusi¢nanu stiibrného + 4 ml deionizované vody

Proplachnéte gel po dobu 10 minut v 100 ml vody

Proplachnéte gel po dobu 10 minut v 100 ml vody
5 minut pfed poslednim promytim pfipravte roztok B: 21 ml vody + 250 pl 30 % NaOH
+ 1.4 ml 14.8 M hydroxidu amonného

h.  Pripravte barvici roztok: Roztok B umistéte na michacku a za neustalého michani pfidejte
po kapkach roztok A. poté ptidejte 76 ml deionizované vody.

Ponoite gel na 15 minut do barviciho roztoku.

Proplachnéte gel po dobu 5 minut v 100 ml vody

Znovu proplachnéte gel po dobu 5 minut v 100 ml vody
Pfipravte vyvijeci roztok: Smichejte 200 ml deionizované vody s 1 ml 1% kyseliny
citronové a 100 pl 37% formaldehydu. Dale si ptipravte 200 ml 7% kyseliny octové.

m. Ponofte gel do vyvijeciho roztoku a inkubujte ho, dokud nejsou viditelné prouzky

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

@roao0ow

—_— X -

Sestaveni aparatury pro western blotting

a. Pfed slozenim sendvice (obr. 7) nejprve membranu ponoite do methanolu a poté
ekvilibrujte v pfenosovém pufru 5 minut.

b.  Namocte dva blotovaci papiry do pifenosového pufru a umistéte je na podlozku.

c.  Rukavice smocte v pfenosovém pufru, opatrné¢ vezméte gel do rukou a pieneste jej na
filtracni papiry.

d.  Predpftipravte si dalsi dva blotovaci papiry v pfenosovém pufru.

e.  Membranu opatrn¢ uchopte pinzetou za ruzek a umistéte ji na gel.

f. Ihned zakryjte vrstvou blotovacich papirt.



PrF MU C9320 Metody biochemického vyzkumu Uloha 4: SDS-PAGE + western blotting

g. Obratte sendvi¢ tak, aby membrana byla pod gelem (dle obr. 7), tzn. aby proteiny
migrovaly z gelu na membranu ve sméru k anodé (+), které se nachazi v aparatuie dole.

—__  Blotting paper
(2-3 sheets)
i These stack compo-
Gel nents are the same
size as the gel or
T~ Membrane slightly smaller
e Blotting paper
(2-3 sheets)

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

Obr. 7. Sestaveni sendvice pro semi-dry blotting

Vlastni prenos

Aparaturu pfipojte ke zdroji stejnosmérného napéti, nastavte konstantni proud 30 mA a
nechte probihat pfenos po dobu 60 min.

Barveni membrany na celkovy protein pomoci Ponceau S

1. Po ukonceni western blottingu ponoite membranu do roztoku 1x Ponceau S a obarvéte
do vizualizace.

2. Srovnejte obarveni drah obou porovnavanych vzorkd.

3. Membranu odbarvéte v destilované vode¢.
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Detekce proteinu na blotovaci membrané

a. Blotovaci slozku uchopte za kryci stranu (modré
okraje) a smo¢te membranovou stranu
destilovanou vodou v namaceci vani¢ce asi na
20 s. Nenamacejte modrou kryci stranu. Poté
preneste namocenou slozku na podlozku.

b. Membranu umistéte do blotovaci slozky
proteinovou stranou dolu (=strana, ktera byla
pii blotovani u gelu — oznacte si ji kiizkem
propiskou).

c. Uzavrete blotovaci slozku a jemné¢ odstrante
vzduchové bubliny véleckem.

d. Oteviete kazetu v aparatufe, blotovaci slozku
otocte tak, aby proteinova strana membrany byla
nahofte, a umistéte ji do kazety. Vyiez ve slozce
usnadiiuje spravné umisténi do kazety.

=

-—
" Alignment
notch

e. Uzavrete kazetu. Pfidejte 30 ml blokovaciho
pufru. Inkubujte 5 min. Ptitlacte kazetu dola a
oteviete piivod vakua. Jakmile je v§echen roztok
odsat, vypnéte vakuum.

f.  Na povrch membrany aplikujte 4 ml roztoku
streptavidinu znaceného kienovou peroxidasou
(HRP).

0. Inkubujte 10 min pii laboratorni teploté. Roztok
se vsdkne do membrany a povrch se miize jevit
suchy, pfesto nezapinejte vakuum diive nez po
10 min inkubace.

h. Pritlacte kazetu dolu a oteviete pfivod vakua.
Vyckejte, dokud nebude vSechen roztok odsaty.

I. Pfi otevieném ptivodu vakua pridavejte 30 ml 1x
TBS promyvaciho pufru. Promyvani opakujte
jesté 3x (celkove 4 promyti).

J.  Vypnéte privod vakua. Vyjméte blotovaci
membranu z blotovaci slozky a ve 2 ml
ptredpiipraveného roztoku HRP substratu na bazi
3,3",5,5'-tetramethylbenzidinu (TMB) — princip
viz obr. 8.

K. Pozorujte vyvin modrého zbarveni ve vzorku
obsahujicim biotinylovany albumin, inkubujte do
vizualizace.



PrF MU C9320 Metody biochemického vyzkumu Uloha 4: SDS-PAGE + western blotting

HyO5 + 2H,0 +

H3C CHg H3C CH3
Peroxidase
R B
HsC Ha H;C CH3
T™MB

Obr. 8. Princip enzymatické pfemény 3,3',5,5'-tetramethylbenzidinu (TMB), substratu kienové
peroxidasy, na modie zbarveny produkt.

Priprava roztoka pro SDS-PAGE

Nanaéseci (denatura¢ni a redukujici) pufr

250 mM Tris/HCI pH 6.8 1,25 ml 1 M Tris/HCI pH 6,8

10 % SDS 0,5 g SDS

30 % glycerol 1,5 ml glycerolu

5 % B-merkaptoethanol 250 pl B-merkaptoethanolu

bromfenolova modf pridavek zasobniho roztoku do modrého
zbarveni

doplnit ddH>O do 5 ml a rozalikvotovat

Elektroforeticky pufr (10 x koncentrovany)

TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) 303¢g
Glycin 144 ¢
SDS 10g

Doplnit do 11 vodou (pH se neupravuje, roztok ma pH= 8,8). Pfed pouzitim se desetkrat zfedi
deionizovanou vodou.

Priprava roztoka pro western blotting

Tris-glycin pufr

Tris 30g
Glycin 14,4¢
Doplnit do 800 ml ddH>O

Ptenosovy pufr

Tris-glycin pufr 40 ml
100% methanol 10 ml
1x TBS pufr

Tris 6,05 ¢
NaCl 8,76 g

Rozpustit v 800 ml ddH»0O. Pomoci 1 M HCI upravit pH na 7,5 a doplnit do 1 1 ddH>O.

Blokovaci pufr
0,5% odtu¢néné susené mléko v 1x TBS pufru

Streptavidin znadeny kienovou peroxidasou
4 ml 1x TBS pufru
1,5 pl zasobniho roztoku streptavidinu znaceného kienovou peroxidasou (HRP)

Piedpfipraveny roztok HRP substratu
Sigma-Aldrich kat.¢. T9455




