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Nazov: Delenie proteinov elektroforeticky v SDS-PAGE

Navod na pracu

Zadanie: Rozdelte frakcie zasobnych bielkovin v SDS-PAGE a vyhodnotte pomocou
Standardov (markera).

Tedria

Elektroforetické metody st fyzikalno-chemické metody, ktoré sa pouzivaji na separaciu latok
nesucich elektrické nadboje. Ak sa zmes takychto latok vystavi v ur€itom prostredi posobeniu
elektrického pol'a, dochadza k pohybu molekul. Ich pohyblivost’ zavisi od velkosti naboja,

vel'kosti a tvaru molekul, podmienok prostredia (napriklad charakter nosica) a sily elektrického
pol'a. Velkost’ naboja molekuly ovplyviiuje stupeii ionizacie, pH a ionova sila prostredia.

Elektroforézou sa moézu delit’ nizkomolekulové i vysokomolekulové latky. V molekularnej
biologii sa pri separacii latok pouzivaju ako nosice najcastejsie agar6zové a polyakrylamidové
gély. Gély maju charakter molekulovych sit, ¢o umoziluje, aby sa pri elektroforéze rozdelili aj
také latky, ktoré maji rovnaky néaboj, ale rozli¢na velkost’ molekul. Podl'a prislusného gélu
rozliSujeme elektroforézu agardzovu a polyakrylamidova (PAGE).

Polyakrylamidovu elektroforézu (PAGE) je mozné vyuzit’ na separaciu nukleovych kyselin i
proteinov. Polyakrylamidovy gél ma vel'mi dobré mechanické vlastnosti, je priesvitny, pri
priprave sa da zabezpecit vyzadovand velkost' porov, Struktira gélu je velmi dobre
reprodukovatelnd, ma zo vSetkych nosiCov méa najvacSiu rozliSovaciu kapacitu.
Polyakrylamidovy gél vznikd polymerizaciou zakladného akrylamidového monoméru a
sietovacieho monoméru N,N'-metylén-bis-akrylamidu. Akrylamid a BIS su toxické, preto treba
s nimi opatrne manipulovat’! Polymér uz nie je toxicky.

Zakladné zariadenie na elektroforézu sa skladd z elektroforetickej komory a zdroja
jednosmerného elektrického pradu. Elektroforeticka komora obsahuje elektrolyt a priestor na
umiestenie gélu. Polyakrylamidovy gél sa pripravuje vo forme platni na sklach s rozli¢nymi
rozmermi, ktoré byvaju pocas elektroforézy vo vertikalnej polohe.

Na separaciu proteinov podl'a velkosti molekul sa vyuziva PAGE v prostredi dodecylsiranu
sodného (SDS). SDS sa viaze na peptidové védzby a zasadité skupiny proteinov, v dosledku
coho vsetky proteiny ziskaju skoro rovnako velky zdporny naboj (pocas elektroforézy sa
pohybuji k andde) a pri elektroforéze sa potom delia len podl'a velkosti svojich molekul —
mensie molekuly sa pohybuju rychlejsie, vel'ké molekuly pomalsie. Ak sa k proteinom prida
SDS a redukujuce latky (2-merkaptoetanol, ditiotreitol) s nédslednou tepelnou denaturéciou,
rozrus$i sa ich trojrozmerna konformécia a molekuly zaujmu priblizne rovnaky tvar. Proteiny
mozeme delit’ aj bez pritomnosti SDS, v tomto pripade sa bielkoviny nedelia podl'a vel'kosti
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molekuly (tzv. nativna PAGE). Pri elektroforéze proteinov pomocou SDS-PAGE sa pripravuje
g¢l pozostavajuci z dvoch koncentraéne odlisnych Casti — koncentrovanejsi deliaci gél (v
spodnej cCasti platne) a menej koncentrovany Startovaci gél. Farbenie gélu sa uskutociiuje
Specifickymi farbivami, napr. Coomassie Brilliant Blue R-250 alebo farbenim pomocou
dusi¢nanu strieborného (farbenie striebrom).

Pomécky: skimavky, automatické pipety so Spickami, aparatira na vertikalnu diskontinudlnu
elektroforézu Biometra, zdroj jednosmerného elektrického pradu

Chemikalie: TRIS baza, akrylamid, bisakrylamid, dodecyl siran sodny, peroxodisiran amonny
(APS), tetrametyléndiamin (TEMED), kyselina trichléroctovd, Coomassie Brilliant Blue

R-250, etanol
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 deliaci

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 redestilovanej vody (kazdy den Cerstvy!)
Elektrédovy roztok | 28,2 g glycin + 6 g Tris + 2 g SDS doplnit’ do 2 1 d. vodou

Zlozenie 100 ml deliaceho gélu

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 objeme 58,27 ml)

1 ml 10 % roztoku SDS

2,53 ml 1 % roztoku APS

50 ul TEMED | Po polymerizécii deliaceho gélu odstrante butanol a nalejte Startovaci gél
az po horné okraje sklenenych platni.

Zlozenie 20 ml Startovacieho gélu

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 objeme
16,6 ml)
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0,2 ml 10 % roztoku SDS
741 pl 1 % roztoku APS
20 ul TEMED

ZlozZenie elektroforetického roztoku

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

Zlozenie farbiaceho roztoku

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

Postup
Priprava aparatury na elektroforézu

1. Ocistite sklenené platne teplou vodou a etanolom.
2. Na pripravu platni pouzite dve nerovnako velké skla.
3. Po ddkladnom ocisteni ich spojte svorkami.

Priprava gélu

1. Pripravte gély do sklenenych platni: deliaci a zaostrovaci.

2. Nalejte deliaci gél asi 1,5 cm pod horny okraj mensej platne. Na vyrovnanie povrchu
gélu nakvapkajte 3 — 5 kvapiek butanolu. Deliaci gél nechajte polymerizovat’ 30 minut.

3. Po polymerizécii deliaceho gélu odstrante butanol a nalejte Startovaci gél az po horny
okraj sklenenych platni.

4. Startovaci gél polymerizuje vel'mi rychlo (do 1 minuty), preto ho treba po priprave ¢o
najrychlejsie naliat’ do platni. Po stuhnuti Startovacieho gélu vyberte z platni hrebene.
Do jamok, ktor¢ ostali v Startovacom géli po hrebeni naneste vzorky v mnozstve 5 pl.
Pripravené platne s nanesenymi vzorkami umiestnite do elektroforetickej komory a
pridajte elektrodovy roztok.

Separacia proteinov

1. Elektroforetické delenie prebieha pri vel'kosti pridu 30 mA 6 — 8 hodin, pri konStantnej
teplote 15 °C, az pokial’ marker nedosiahne spodny okraj gélu.

2. Prvych 15 minut prebieha delenie pri vel'kosti pradu 5 mA, d’al$ich 25 minut pri 10 mA
a ostatné hodiny pri velkosti pradu 40 — 60 mA.
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Farbenie gélu a vizualizacia bielkovin

1. Vsetky frakcie bielkovin separované v SDS-PAGE farbite v roztoku pripravenom
zmieSanim 95 ml 10 % kyseliny trichloroctovej a5 ml 0,5 % roztoku Coomassie
Brilliant Blue R 250 v etanole. Prebyto¢né farbivo z gélu odstraiite premyvanim gélov
v destilovanej vode po dobu 16 hodin.

Nakladanie s chemickymi latkami

Chemikalia Forma H-vety P-vety
HCl Kvapalina H314, H335 P261, P280, P305,
P351, P338, P304,
P340, P310
C.HsOH Kvapalina H225 P210, P233
Akrylamid Tuha H301, H317, H340, | P201, P280, P302,
H350, H361f, H372 | P352, P308, P313
Bisakrylamid Tuha H301, H340, H350, | P260, P280, P301,
H361fd, H372 P31, P308, P313
Dodecylsulfat  sodny | Tuha H228, H311, H319, | P210, P261, P305,
(SDS) H335 P351, P338, P280,
P312
Peroxodisiran amonny | Tuhd H272, H302, H315, | P261, P280, P302,
(APS) H317, H319, H302, | P313, P332, P338,
H334, H335 P351, P352
Tetrametyletyléndiamin | Kvapalina H225, H302, H314, | P210, P280, P312,
(TEMED) H331 P303, P361, P353,
P304, P340, P310,
P305, P351, P338
Coomassie Brilliant | Tuha H319, H335 P261, P280, P305,
Blue P351, P338, P403,
P233, P405, P501
Kyselina trichléroctova | Kvapalina H314, H335, H400, | P260, P280, P303,
H410 P304, P361, P353,
P340, P310, P305,
P351, P338
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Zdroje rizik a vyhodnotenie zavaznosti rizika

Vicsina chemikalii pouzitych na pripravu gélu je nebezpecna a radena do skupiny jedov, preto
s nimi pracujeme vel'mi opatrne a s pouzitim vSetkych pravidiel pre pracu s nebezpecnymi
latkami. Pouzivame osobné ochranné prostriedky (rukavice, okuliare, plast’).

Sposob nakladania s odpadmi

Odpady vzniknuté pri analyze likvidujeme do vopred na to uréenych nadob.

Opatrenia k obmedzeniu rizika

Pouzitie osobnych ochrannych prostriedkov (okuliare, rukavice, plast’). Z hl'adiska bezpecnosti
a ochrany zdravia pri praci je vyhodné zaktpit’ hotové polyakrylamidové gély, ktoré uz nie su
toxicke.

Literatura

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

Experimentalne udaje

1. Zaznamenavajte hodnoty pradu v ¢asovom intervale 15 min
Cas [min] Priad [mA] Cas [min] Priad [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. Zmerajte vzdialenost elektroforetickej cely (vyska gélu) od zaciatku po koniec /
Vypocty
1. Zaznamenajte vzdialenosti Skvin Standardov (od zaciatku po stred Skvrny) pre

jednotlivé Standardy proteinov a

Molekulova a [mm] Molekulova | a [mm]
hmotnost’ hmotnost’
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2. Zaznamenajte a porovnajte vzdialenosti Skvin proteinov vo vzorkach so Standardami
a identifikujte jednotlivé proteiny.

Otazky
1. Podl'a akého principu separacie sa delia proteiny v SDS-PAGE elektroforéze.

2. Na ¢o sluzi farbiaci roztok?

3. Opiste, aké pracovné elektroforetické parametre ovplyviiuji prejdent vzdialenost’
proteinov v akrylatovom géle.

4. Napiste z akych casti/modulov sa sklada elektroforetické zariadenie.

5. Opiste jednotlivé elektroforetické principy.
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6. Uvedte chyby a ich zdroje pri elektroforetickom stanoveni proteinov. Navrhnite mozné
rieSenia.

Zaver
Zhriite strucne ciel prace a experimentalne vysledky. Zhodnot'te presnost’ merania, identifikujte
mozné chyby a navrhnite spdsoby ich elimindcie.
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Vyhlasenie o vyluceni zodpovednosti

Financované Eur6pskou uniou. Vyjadrené nazory a postoje st nazormi a vyhlaseniami autora(-
ov) a nemusia nevyhnutne odrdzat nazory a stanoviskd Eurdpskej unie alebo Slovenskej
akademickej asocidcie pre medzindrodnu spolupracu, Narodnej agentiry programu Erasmus+
pre vzdeldvanie a odbornu pripravu. Eurdpska unia ani organizacia udel'ujica grant za ne
nepreberaju ziadnu zodpovednost'.
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