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Nazev: Elektroforeticka separace proteinii v SDS-PAGE

Navod na praci

Zadani: Rozdélte frakce zasobnich bilkovin v SDS-PAGE a vyhodnotte pomoci standarda
(markeru).

Teorie

Elektroforetické metody jsou fyzikalné-chemické metody, které se pouzivaji k separaci latek
nesoucich elektrické nadboje. Pokud se smés takovych latek vystavi v ur¢itém prostiedi ptisobeni
elektrického pole, dochazi k pohybu molekul. Jejich pohyblivost zavisi na velikosti naboje,
velikosti a tvaru molekul, podminkach prostiedi (naptiklad charakter nosice) a sile elektrického
pole. Velikost naboje molekuly ovlivituje stupen ionizace, pH a iontova sila prostiedi.

Elektroforézou se mohou dé€lit nizkomolekulové i vysokomolekulové latky. V molekularni
biologii se pfi separaci latek pouzivaji jako nosice nejcastéji agarézové a polyakrylamidové
gely. Gely maji charakter molekulovych sit, coz umoziuje, aby se pii elektroforéze rozdelily i
takové latky, které maji stejny ndboj, ale rozlicnou velikost molekul. Podle ptislusného gelu
rozliSujeme elektroforézu agardézovou a polyakrylamidovou (PAGE).

Polyakrylamidovou elektroforézu (PAGE) lze vyuzit k separaci nukleovych kyselin i proteind.
Polyakrylamidovy gel ma velmi dobré mechanické vlastnosti, je prisvitny, pfi ptipraveé lze
zajistit vyzadovanou velikost port, struktura gelu je velmi dobfe reprodukovatelnd, ma ze vSech
nosicl nejveétsi rozliSovaci kapacitu. Polyakrylamidovy gel vznikd polymeraci zdkladniho
akrylamidového monomeru a sitovactho monomeru N,N'-methylen-bis-akrylamidu.
Akrylamid a BIS jsou toxické, proto je tfeba s nimi opatrné manipulovat! Polymer jiz neni
toxicky.

Zakladni zafizeni pro elektroforézu se sklada z elektroforetické komory a zdroje
stejnosmérného elektrického proudu. Elektroforeticka komora obsahuje elektrolyt a prostor pro
umisténi gelu. Polyakrylamidovy gel se pfipravuje ve form¢ desek na sklech o rGznych
rozmeérech, které byvaji béhem elektroforézy ve vertikalni poloze.

K separaci proteinli podle velikosti molekul se vyuzivda PAGE v prostiedi dodecylsiranu
sodného (SDS). SDS se véaze na peptidové vazby a zasadité skupiny proteinti, v disledku ¢ehoz
vSechny proteiny ziskaji skoro stejné velky zaporny ndboj (be¢hem elektroforézy se pohybuji k
anod¢) a pii elektroforéze se pak déli jen podle velikosti svych molekul — mensi molekuly se
pohybuji rychleji, velké molekuly pomaleji. Pokud se k proteiniim ptida SDS a redukujici latky
(2-merkaptoetanol, ditiotreitol) s naslednou tepelnou denaturaci, rozrusi se jejich trojrozmérna
konformace a molekuly zaujmou piiblizn¢€ stejny tvar. Proteiny mizeme d¢lit 1 bez pfitomnosti
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SDS, v tomto pfipadé¢ se bilkoviny nedéli podle velikosti molekuly (tzv. nativni PAGE). Pti
elektroforéze proteinti pomoci SDS-PAGE se ptipravuje gel sestavajici ze dvou koncentraéné
odli$nych ¢asti — koncentrovanéjsi délici gel (ve spodni casti desky) a méné koncentrovany
startovaci gel. Barveni gelu se provadi specifickymi barvivy. Coomassie Brilliant Blue R-250
nebo barvenim pomoci dusi¢nanu sttibrného (barveni sttibrem).

Pomiicky: zkumavky, automatické pipety se Spickami, aparatura na vertikalni diskontinualni
elektroforézu Biometru, zdroj stejnosméerného elektrického proudu

Chemikalie: TRIS baze, akrylamid, bisakrylamid, dodecyl siran sodny, peroxodisiran amonny
(APS), tetramethylendiamin (TEMED), kyselina trichloroctovd, Coomassie Brilliant Blue R-

250, ethanol
Roztoky
IM Tris-HCI pH 6,8 | 12,114 g TRIS doplnit do 100 ml vodou a pH upravit HCI

IM Tris-HCI pH 8,8 | 12,114 g TRIS doplnit do 100 ml vodou a pH upravit HCI

A-BIS startovaci 7,29 g akrylamid + 0,125 g bisakrylamid doplnit do 100 ml d. vodou
AA-BIS dé¢lici 54,49 g akrylamid + 0,72 g bisakrylamid doplnit do 250 ml d. vodou
10 % SDS 5 g SDS doplnit do 50 ml d. vodou

2 % APS 0,02 g PSA + 1 ml redestilované vody (kazdy den Cerstvy!)

Elektrodovy roztok | 28,2 g glycin + 6 g Tris + 2 g SDS doplnit do 2 1 d. vodou

Slozeni 100 ml déliciho gelu

38,1 ml 1 mol/dm?® Tris-HCI, pH 8,8

58,27 ml roztoku bisakrylamidu (AA-BIS), (12,7 g akrylamidu + 0,168 g
bisakrylamidu v objemu 58,27 ml)

1 ml 10 % roztoku SDS

2,53 ml 1 % roztoku APS

50 ul TEMED | Po polymeraci déliciho gelu odstraiite butanol a nalijte startovaci gel az po
horni okraje sklenénych desek.
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Slozeni 20 ml startovaciho gelu

2,47 ml 1 mol/dm? Tris-HCI, pH 6,8

16,6 ml roztoku AA-BIS (1,21 g akrylamidu + 20,8 mg bisakrylamidu v objemu
16,6 ml)

0,2 ml 10 % roztoku SDS

741 nl 1 % roztoku APS

20 ul TEMED

Slozent elektroforetického roztoku

e 3 g Tris-HCI
e 14,1 g glycinu
e 1 g SDS 10 %, rozpustit a doplnit do 1000 ml destilovanou vodou, upravit pH = 8,3

Slozeni barviciho roztoku

e 95 ml 10 % kyseliny trichloroctové a 5 ml 0,5 % roztoku Coomassie Brilliant Blue R-
250 v ethanolu.

Postup
Priprava aparatury na elektroforézu

1. Ocistéte sklenéné desky teplou vodou a ethanolem.
2. Pro piipravu ploten pouzijte dvé nestejné velka skla.
3. Po dikladném ocisténi je spojte svorkami.

Priprava gelu

1. Piipravte gely do sklenénych desek: délici a zaostiovaci.

2. Nalijte délici gel asi 1,5 cm pod horni okraj mensi desky. Pro vyrovnani povrchu gelu
nakapejte 3 — 5 kapek butanolu. Délici gel nechte polymerovat 30 minut.

3. Po polymeraci déliciho gelu odstranite butanol a nalijte startovaci gel az po horni okraj
sklenénych desek.

4. Startovaci gel polymeruje velmi rychle (do 1 minuty), proto je tieba jej po piipravé co
nejrychleji nalit do ploten. Po ztuhnuti startovaciho gelu vyjméte z ploten hiebeny. Do
jamek, které zlstaly ve startovacim gelu po hiebeni naneste vzorky v mnozstvi 5 pl.
Ptipravené desky s nanesenymi vzorky umistéte do elektroforetické komory a ptidejte
elektrodovy roztok.
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1. Elektroforetické déleni probiha pfi velikosti proudu 30 mA 6 — 8 hodin, pfi konstantni
teploté 15 °C, dokud marker nedosahne spodniho okraje gelu.
2. Prvnich 15 minut probihé déleni pfi velikosti proudu 5 mA, dalSich 25 minut pfi 10 mA
a ostatni hodiny pfi velikosti proudu 40 — 60 mA.

Barveni gelu a vizualizace bilkovin

1. VSechny frakce bilkovin separované v SDS-PAGE barvité v roztoku pfipraveném
smichanim 95 ml 10 % kyseliny trichloroctové a 5 ml 0,5 % roztoku Coomassie Brilliant
Blue R 250 v ethanolu. Pfebytecné barvivo z gelu odstraiite promyvanim geld v

destilované vodé po dobu 16 hodin.

Nakladani s chemickymi latkami

Chemikalie Forma H-véty P-véty
HCI Kapalina H314, H335 P261, P280, P305,
P351, P338, P304,
P340, P310
C2HsOH Kapalina H225 P210, P233
Akrylamid Pevna H301, H317, H340, | P201, P280, P302,
H350, H361f, H372 | P352, P308, P313
Bisakrylamid Pevna H301, H340, H350, | P260, P280, P301,
H361fd, H372 P31, P308, P313
Dodecylsulfat  sodny | Pevna H228, H311, H319, | P210, P261, P305,
(SDS) H335 P351, P338, P280,
P312
Peroxodisiran amonny | Pevna H272, H302, H315, | P261, P280, P302,
(APS) H317, H319, H302, | P313, P332, P338,
H334, H335 P351, P352
Tetramethylethylenndia | Kapalina H225, H302, H314, | P210, P280, P312,
min (TEMED) H331 P303, P361, P353,
P304, P340, P310,
P305, P351, P338
Coomassie Brilliant | pevna H319, H335 P261, P280, P305,
Blue P351, P338, P403,

P233, P405, P501
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Chemikalie Forma H-véty P-véty
Kyselina trichloroctova | Kapalina H314, H335, H400, | P260, P280, P303,
H410 P304, P361, P353,
P340, P310, P305,
P351, P338

Zdroje rizik a vyhodnoceni zavazZnosti rizika

Vétsina chemikalii pouzitych k piipravé gelu je nebezpecnd a fazend do skupiny jedd, proto s
nimi pracujeme velmi opatrné as pouzitim vSech pravidel pro praci s nebezpe¢nymi latkami.
Pouzivame osobni ochranné prosttedky (rukavice, bryle, plast).

Zpisob nakladani sodpady

Odpady vzniklé pti analyze likvidujeme do pfedem k tomu urcenych nadob.

Opatieni k omezeni rizika

Pouziti osobnich ochrannych prosttedki (bryle, rukavice, plast). Z hlediska bezpecnosti a
ochrany zdravi pii praci je vyhodné zakoupit hotové polyakrylamidové gely, které jiz nejsou
toxickeé.

Literatura

1. CHNAPEK, M.: Vyuzitie bielkovinovych markerov pri identifikdcii, diferencidcii a
charakteristike genotypov psenice letnej, tvrdej, Spaldy a jacmena jarného.
Doktorandska dizerta¢na praca. Nitra: SPU, 2007.
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Pracovni list
Experimentalni udaje

1. Zaznamendavejte hodnoty proudu v ¢asovém intervalu 15 min

Cas [min] | Proud [mA] Cas [min] | Proud [mA]
0:15 4:15
0:30 4:30
0:45 4:45
1:00 5:00
1:15 5:15
1:30 5:30
1:45 5:45
2:00 6:00
2:15 6:15
2:30 6:30
2:45 6:45
3:00 7:00
3:15 7:15
3:30 7:30
3:45 7:45
4:00 8:00

2. Zmgite vzdalenost elektroforetické cely (vyska gelu) od zacatku po konec /

Vypocty

1. Zaznamenejte vzdalenosti skvrn standardd (od zacatku po stied skvrny) pro jednotlivé
standardy proteint a

Molekulova a [mm] Molekulova | a [mm]
hmotnost hmotnost
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1. Zaznamenejte a porovnejte vzdalenosti skvrn proteinii ve vzorcich se standardy a
identifikujte jednotlivé proteiny.

Otazky
1. Podle jakého principu separace se déli proteiny v SDS-PAGE elektroforéze.

2. K ¢emu slouzi barvici roztok?

3. opiste, jaké pracovni elektroforetické parametry ovlivituji ujetou vzdéalenost proteinti v
akrylatovém gelu.

4. Napiste z jakych ¢asti/modulti se sklada elektroforetické zatizeni.

5. Popiste jednotlivé elektroforetické principy.
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6. Uvedte chyby a jejich zdroje pfi elektroforetickém stanoveni proteini. Navrhnéte
mozna feSenti.

Zavér

Shriite stru¢né cil experimentu, hlavni vysledky a porovnejte je s ocekdvanymi hodnotami.



Nazev Digitalizace chemickych experimenti pro zlepSeni kvality a ol
projektu: podporu vyuky chemie na stiednich skolach a.TBCHEmID
Akronym: ChemIQSoc » SOC

Cislo projektu:  2021-1-SK01-KA220-VET-000027995

Co-funded by the
Erasmus+ Programme
of the European Union

Prohlaseni o vylouceni odpovédnosti
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