Elektroforéza v pritomnosti SDS — SDS PAGE

Elektroforéza v ptitomnosti SDS — SDS PAGE je jednoducha, rychld a reprodukovatelna
metoda pro kvalifikovanou charakterizaci a srovnani bilkovin.Tato metoda separuje
bilkoviny na zéklad¢ rozdilné relativni molekulové hmotnosti. SDS se zde vaze na
bilkovinny fetézec v poméru 1.4 g SDS na 1g bilkoviny, pfi¢emz délka komplexu SDS —
bilkovina je imérna jeho molekulové hmotnosti. Na zdklad¢ srovnani relativnich mobilit
neznamé bilkoviny a standardii je pak mozné urcit jeji relativni molekulovou hmotnost.

elektromigra¢ni drdha neznamé bilkoviny
Relativni mobilita (Rf ) =

celkova délka elektroforézy

Kalibra¢ni zavislost Log MW = f (Rf)
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I. Priprava gelu

A. Sestaveni gelového sendvice
Na stojanek poloZzte drzak, k jeho vnitini stran¢ umistéte delsi sklo, na né spacery a pak kratsi
sklo. Drzék stadhnéte a upnéte ve stojanku.
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B. Nalévani separacniho gelu.

Na elektromagnetickou michacku dejte kadinku s michadlem a do ni pipetujte roztoky podle

schématu, roztoky nepipetujte usty !

1.3 ml separa¢niho pufru pH 8.3
1.3 ml roztoku akrylamidu

2.5 ml destilované vody

50 ul 10 % persiranu amonného
5 ul TEMEDu

Promichejte polymeriza¢ni smés zvySenim otacek a nasajte ji do injekcni stiikacky. Smeés
opatrné nastiiknéte mezi skla do vySe zéafezu a prevrstvéte n-butanolem. Ponechte
polymerovat tak dlouho, az se mezi gelem a vodnou fazi vytvoii ostré rozhrani.
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Slijte nezpolymerovanou c¢ast, promyjte vodou ze stficky a odsajte

filtracnim papirem.



C. Nalévani koncentracniho gelu

Na elektromagnetickou michacku dejte kadinku s michadlem a do ni pipetujte roztoky podle
schématu, roztoky nepipetujte usty !

1.2 ml koncentra¢niho pufru pH
0.7 ml roztoku akrylamidu

3.1 ml destilované¢ vody

50 ul 10 % persiranu amonného
5 ul TEMEDu

Promichejte polymerizaéni smés zvySenim otacek a nasajte ji do injekéni strikacky. Mezi
skla nastfiknéte polymerizacni smés a vlozte do ni hiebinek. Ponechte polymerovat.

Vyjméte hiebinek z gelu a vzorkové jamky vyplachnéte destilovanou vodou. Gel vlozte do
vlhké komirky.



11 . Elektroforéza

A. Sestaveni aparatury

Ke vnitinimu elektrodovému prostoru ptipevnéte gel a prazdny drzak s kratSim sklem. Takto
sestaveny vnitini elektrodovy prostor vlozte do nadobky a napliite elektrodovym pufrem.

Elektroforeticka aparatura Mini Protean II




B. Naneseni vzorku.

Do vzorkovych jamek naneste pomoci sttikacky 20 ul vzorku, tak abyste je podvrstvili pod
elektrodovy pufr. Mezi jednotlivymi vzorky stiikacku vyplachnéte destilovanou vodou.
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C. Vlastni elektroforéza

Elektroforetickou aparaturu uzaviete vikem a piipojte ji ke zdroji stejnosmérného napéti. Na
zdroji nastavte konstantni napéti 125 V a po zapnuti ponechte elektroforézu probihat tak
dlouho, az zona bromfenolové modrti doputuje ke spodnimu okraji gelu.

D. Ukonceni elektroforezy

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 odstraiite koncentrani cCast a zbytek
pteneste do fixacniho roztoku.



111. Detekce bilkovin stFibrem

krok roztoky cas

1. 60 ml 50 % acetonu, 1.5 ml 50 % TCA, 25 ul 37 % HCHO 5 min
2. oplachnéte 3x deionizovanou vodou 3x5s
3. promyti deionizovanou vodou 5 min
4. oplachnéte 3x deionizovanou vodou 3x5s
5. 60 ml 50 % acetonu 5 min
6. 100 ul 10 % Na;S,03v 60 ml deionizované vody 1 min
7. oplachnéte 3x deionizovanou vodou 3x5s
8. 0.8 ml 20 % AgNO;,0.6 ml 37 % HCHO, 60 ml H,O 8 min
9. oplachnéte 2x deionizovanou vodou 2x5s
10. 60 ml 2 % Na,COs,25ul 37 % HCHO,25 ul 10 % Na;S,0;3  10-20s
11. 1 % HAc 30s
12.  promyti deionizovanou vodou 10s

1V. SuSeni gelu

Gel pieneste do 1 % roztoku glycerinu a ponechte jej zde 15 minut ekvilibrovat. Do
stejného roztoku vlozte na 5 minut celofanovou folii, gel a zalijte jej trochou glycerinového
roztoku. Gel ptekryjte celofanovou folii a pomoci sklenéné tyCinky vytlaéte gel gumovou
membranou a vrehnim vikem. Zapnéte susicku a ponechte gel susit asi 2 hodiny pii 80 °C.

Monomery pouzivane pro piipravu gelu jsou
neurotoxiny a proto :

. roztoky nikdy nepipetujte sty
. pracujte v rukavicich
. pracujte v digestori



