SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS PAGE

Princip

SDS polyakrylamidova gelova elektroforéz erotein s avémi Protein s jednou
slouzi k separaci proteinna zaklad jejich velikosti "™ podednetion
(molekulové  hmotnosti). Za&htim vzorku za ° - ¥
denaturanich a reduénich podminek dochazi k jehc &6 '_’J Q
denaturaci a navazani molekul SDS (dodecylsulfi = 2
sodného), ktery udi proteinu vysoky zaporny nabo | © |
piimo un®rny jeho hmotnosti. Je to dano tim, Zze SDS
vaze na proteiny v pofru 1.4 g SDS na 1 g bilkoviny.
Po naneseni vzorku (proteinu) na gel a wnisgelu do
elektrického pole, dochazi k migraci protieike kladné
elektrod (anod). Béhem této migrace jsou protein
separovany na principu molekulového si
v polyakrylamidovém gelu (Obrazek 1.). Po nasled mcleiniy
vizualizaci separovanych protéinv gelu se da it |
jejich relativni molekulova hmotnost srovnanim @géll  POLYAKRVLAMIDOVA GELOVA ELEKTROFOREZA
migrace se standardem o znamé molekulové hmotn _LI_—LI‘ o
Koncentrace akrylamidu pouzitého Kgraw gelu zavisi
na velikostech protein které chceme separovat. Nizk g} ‘e
koncentrace se pouZziva k separaci prdtein vysoké
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molekulové hmotnosti, zatimco vysoka koncentrace

pouziva k separaci protéin o malé molekulové

hmotnosti (viz tabulka 1). Al N—

Tabulka 1.Separani schopnosti SDS-PAGE del \ ®
Koncentrace Oblast linearni Obrazek 1Princip SDS PAGE
Akrylamidu (%)  separace (kDa) separace

15.0 12-43
10.0 16-68
7.5 36-94
5.0 57-212

V praxi se pro separace proteivelmi ¢asto pouziva tzv. diskontinuélni elektroforéza
skladajici se ze dvou gelkoncentraniho a sepatmiho (Obrazek 2). Tyto gely majizna
pH, kdy koncentréni gel ma pH cca. 6,8, fipkterém maji ionty obsazené v gelu nizkou
mobilitu. Na rozdil od toho, sepd&rd gel ma pH cca. 8,8, kdy mobilita idnt gelu je
vysoka. Protoze systémem protéka konstantni proudsi dle Ohmova zakona byt R
koncentréniho gelu vysSi nez R sepéméo gelu. B dostatén¢ odliSné koncentraci pufru
v koncentranim a sepakaim gelu, bude nagi v koncentranim gelu dostatmé vysSi nez
napsti v separanim gelu, aby kompenzovalo rozdil v mobilitach fonY systému je poté
mobilita separovanych protéimasledujici: npnc. gei < proteiny < nmgep. gor Diky této sveé
mobilité¢ se separované proteiny na rozhraniigedoncentruji a gadi dle svych mobilit.
DulezZité je, aby koncenttai gel obsahoval nizkou koncentraci polyakrylamé&uebranil
tak proteirim v pohybu.
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Obrazek 2Princip diskontinuélni elektroforézy

Priprava gelu

SloZeni send¢bvé kazety pro naliti gelu

a.
b.
C.

Umistte nalévaci stojan a ragie/ na rovnou podloZku.

Vezmete delSi skla se spacery o tl6os 1.0 mm a umiste na & kratSi skla.
Umisgte skla do nalévaciho radiel tak, Ze popis na delSim skle je orientovan
nahoru.

Zaklaprete skla obma klipsnami zarove

Umistte nalévaci rantek se skly na nalévaci stojan (nezapsi@memistit na
stojan €snici podlozku) afjtlacte je pomoci pruzinky.

= Pruginky na pfitlaéeni skel

o | Malevac) stojan bez tésnici
g i g podlodky. Tésnici pediodka
T musi byt poudita pii nalévani

Bod d.) Bod e.)



Nalévani separ&niho gelu

a.

b.
c.
d.

e.

Na zaklad Tabulky 2. namichejte st pro 10% sepatai gel do 100 ml
erlenmayerovy h&ky a promichejte. Jako posledridavejte persiran amonny.
Pomoci 5 ml pipety nalijteifpraveny gel mezi iijpravena skla tak, aby od okraje
kratSiho skla #stala mezera cca. 1 cm.

Prevrstwte opatrg nality gel tenkou vrstvou vodou.

Po 20 minutach vyndejte nalévaci rémle 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 koncentraniho gelu

Na zaklad Tabulky 2. namichejte s pro koncentkni gel do 100 ml
erlenmayerovy hiky a promichejte. Jako posledrfidavejte persiran amonny.
Pomoci 5 ml pipety nalijtefpraveny gel meziifgporavena skla na jiz ztuhly sepana
gel tak, aby koncentéai gel byl nalit az po okraj kratSiho skla.

Poté opatré zasuite mezi skla febinek o tlougce 1.0 mm.

Po 20 minutach vyndejte nalévaci ramle se skly z nalévaciho stojanu, vyndejte
opatrreé hiebinek a vzniklé jamky proplacéte mili-Q vodou.

Tabulka 2 SloZeni srési pro nalévani gelu

Koncentraéni gel Separani gel
Procentni gel (%) 5 Procentni gel (%) 10
30% Akrylamid (ml) 1.7 | 30% Akrylamid (ml) 6.7
1M Tris(pH6.8) (ml) 1.25 | 1.5M Tris(pH8.8) (ml) 5
10% persiran amonny (m 0.1 | 10% persiran amonny (m 0.2
10% SDS (ml) 0.1 |[10% SDS (ml) 0.2
TEMED (ml) 0.01 | TEMED (ml) 0.008
H,O (ml) 6.8 [ HO (ml) 7.9
Celkovy objem (ml) 10 Celkovy objem (ml) 20




Sestaveni aparatury

a.

®aoo

Wijméte skla z nalévaciho rédler a umisite je kazdé sklo do drazek
v elektrodovém drzaku. Skla musi byt uraist tak, Ze kratSi skla jsou orientovana
dovnitt smerem k sols, ¢imz vytv&i vanicku pro naliti pufru.

Takto gipraveny elektrodovy drzak se skly zasdo upinaciho raniku.

Gely pitlacte na zelen&sreni pomoci klipsen.

Upinaci rameek poté vloZte do elektrodoveé vany.

Do komirky mezi skly v elektrodovém drzaku nalijte elektowy pufr (az po okraj,
cca. 125 ml). Do elektrodové vany nalijte potom2) ml elektrodového pufru.




Naneseni vzorku

a. Pred nanesenim vzorku smichejte di2vzorku s 8ul nanaseciho pufru a umist
vzorek a délkového standard na 5 minut do termablighkratého na 95°C.

b. Poté vzorek a standard zctita na ledu.

c. Do horni vaniky si vloZzte pomocnou vloZzku pro nanaseni vzorku.

d. Do jednotlivych jamek nanaSejte pomoci Hamiltonpigety 20ul vzorku. Do jedné
jamky poté naneste 30 délkového standardu.

Hamiltonova pipeta

Pomocna vlioZka
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 hddputuje ke spodnimu okraji gelu.

Ukonéeni elektroforézy

Vypnéte zdroj, otevete elektroforetickou aparaturu, vygta z ni vnitni elektrodovy
prostor, a slijte elektrodovy pufr. Uvate z vnitniho elektrodového prostoru drzak s gelem
a opatrnym zap#nim od sebe uvolte skla. Z gelu odstiide koncentréni ¢ast a zbytek
preneste do vody.



Protokol pro barveni gehi stfibrem
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Pondte gel na 7 minut do 7% k. 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 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 promytimiipravte roztok B: 21 ml vody + 25 ul 30% NaOH +
1.4 ml 14.8 M hydroxidu amonného

Pripravte barvici roztok: Roztok B umdtgd na mich&u a za neustalého michéni
pridejte po kapkach roztok A. potéigejte 76 ml mili-Q vody.

Pondte gel na 15 minut do barviciho roztoku.

Proplachite gel po dobu 5 minut v 100 ml vody

Znovu proplachée gel po dobu 5 minut v 100 ml vody

Pripravte vyvijeci roztok: Smichejte 200 ml mili-Qdss 1 ml 1% k. citronoveé a 1Q0
37% formaldehydu.

. Pondte gel do vyvijeciho roztoku a inkubujte ho, dokoéjsou viditelné prouzky

(obvykle 2-10 minut).
Ukoncete vyvijeni proplachnutim 3 x 200 ml vody

SloZeni pufni

Nanaseci pufr:

250 mM TrisHCI pH6.8

10% SDS

30% Glycerol

5% B-merkaptoethanol (nebo 0.5M DTT)
0.02% bromfenolova mad

10 x SDS elektroforeticky pufr

TRIS 30.3g
Glycine 144 g
SDS 10¢g

Doplnit do 1l vodou (pH se neupravuje,&ma hodnotu cca. 8,8)



