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Separace proteint pomoci SDS-PAGE

Elektroforetické metody se pouZivaji na separaci latek (napf. proteini nebo
nukleovych kyselin), bunék nebo jinych ¢astic nesoucich elektricky naboj. Pohyblivost
molekul zavisi na velikosti naboje, velikosti a tvaru molekul, podminkach prostfedi a sile
elektrického pole. Pro déleni proteini se nejcastéji pouziva polyakrylamidova gelova
elektroforéza (PAGE).

Elektroforetickd metoda SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfat - polyakrylamidova
gelova elektroforéza) patfi k zakladnim technikdm umoZnujicim uspésnou identifikaci
a charakterizaci proteinti v biologickém vzorku. Dodecylsiran sodny (SDS) je anionaktivni
detergent schopny ,maskovat” nadboj studovanych bilkovin, kdy vysledné komplexy
SDS-bilkovina maji stejnou hodnotu povrchového naboje. Separace pak probiha na zakladé
velikosti molekul separovanych latek. Pfi pouZiti standardu je mozné stanovit molekulovou

hmotnost proteint v testovaném vzorku.

Uloha 1: Separace proteinii a stanoveni jejich molekulovych hmotnosti pomoci

polyakrylamidové elektroforézy v denaturujicich podminkach (SDS-PAGE)

Pomiticky: centrifuga, vortex, automatické pipety, Spicky, mikrozkumavky, sada pro
nalévani PAA gelti, komitirka pro vertikalni elektroforézu, zdroj stejnosmérného

proudu, termoblok, vyrobnik ledu
Pouzité roztoky a gely:

Pfipravi vedouci cviceni:
30% AA/Bis (roztok akrylamidu) 19:1
- 28,5 g akrylamidu
- 1,5 g bisakrylamidu
- 100 ml dH=0

LAEMMLIHO NANASECI PUFR 2x; pH 6,8 (LSB 2x)
- 4ml10% SDS

- 1 ml 2-mercaptoethanol

- 2ml glycerol

- 0,4 mg bromfenolova modf

- 1,25 ml Tris HC1

- doplnit vodou na objem 10 ml
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BARVICI ROZTOK:

- 0,1% w/v Coomassie Brilliant Blue R-250 v 40% methanolu a 10% kyseliné
octové, prefiltrovat

- pred pouzitim fedit 5x do dH20

ODBARVOVACI ROZTOK
- 20% methanol a 10% kyselina octova v dH20

Pripravite ve dvojicich/jednotlivé:

12% DELICI GEL

- 49 ml dH-0

- 6 ml 30% roztoku akrylamidu

- 3,8ml1,5M Tris pH 8,8

- 0,15 ml 10% SDS

- 0,15 ml 10% persiranu amonného

- 0,006 ml TEMED (tetramethylethylenediamin)

5% ZAOSTROVACI GEL

- 3,4mldH0

- 0,83 ml 30% roztoku akrylamidu
- 0,63ml1M Tris pH 6,8

- 0,05ml 10% SDS

- 0,05ml 10% persiranu amonného
- 0,005 ml TEMED

Elektroforeticky pufr pfipraveny béhem nékterého z minulych cviceni

Biologicky material: proteinové extrakty z predchdzejiciho cviceni

Postup:

1.

Skla pro pripravu gelu omyjte teplou vodou s jarem, oplachnéte dH20 a 100% EtOH.
Sestavte aparaturu pro nalévani gelu a upevnéte do ni sucha ¢ista skla.

Pfipravte si dvé falkony 15 a 50 ml pro pfipravu zaostfovaciho a déliciho gelu.
Namichejte délici gel dle rozpisu (pouZzijte 12% gel a pomér AA:BisAA 19:1), opatrné
promichejte a rychle naneste do prostoru mezi skly. Prevrstvéte 100% alkoholem
a nechte zatuhnout.

Opatrné odsajte alkohol pomoci filtracniho papiru.

Namichejte zaostfovaci gel dle rozpisu do 15 ml falkonky.

Délici gel prevrstvéte zaostfovacim gelem. Do gelu opatrné vsunte hiebinek pro
vytvoreni jamek.

Po zatuhnuti gelu vyjméte hiebinek. Gel umistéte do aparatury pro elektroforézu
a prevrstvéte dostate¢nym mnozstvim elektroforetického pufru. Zkontrolujte, zda vse

dobre tésni.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/20278
https://en.wikipedia.org/wiki/Tetramethylethylenediamine
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Na gel nanasejte cca 20 pg proteintt daného vzorku (dofedit na objem 15 pL pridanim
stejného dilu dH2O a barvicky LSB, pracujte na ledu).

Vzorky pred nanesenim vortexujte, stocte, denaturujte pfi 97 °C po dobu 5 min, opét
vortexujte a stocte. Nasledné naneste do pfipravenych jamek v gelu. Nezapomerite
nanést na gel marker proteinové velikosti (3 uL na jamku), tento pfed nanesenim také
denaturujte po dobu 5 min.

Uzavrete elektroforetickou aparaturu, pfipojte ke zdroji a provedte elektroforetickou
separaci 20 min pfi 60 V pro ,,zaostfeni” vzorkd a poté 1 —4 h pti 125 V.

Po probéhnuti elektroforetické separace od sebe opatrné oddélte skla pomoci
plastové Spachtle — gel ziistane na jednom ze skel.

Opatrné odfiznéte zaostfovaci gel a zbytek gelu s vzorky ,sloupnéte” do barviciho
roztoku. Gel barvéte po dobu 10 min na tfepacce.

Nasledné provedte odbarveni gelu, vyfotte a vyhodnotte.



