Déleni bilkovin pomoci diskontinuadlni elektroforézy
Vv polyakrylamidovém gelu (PAGE)

Pti elektroforéze dochazi k pohybu (migraci) ionta v elektrickém poli. Elektroforetické
metody se tedy pouzivaji k separaci latek nesouci elektricky ndboj (ionty). Nositeli elektrického
naboje jsou mimo jiné¢ amfolyty (napf. aminokyseliny). Ty ziskdvaji naboj (kladny nebo
zaporny) v disledku jejich vnitini disociace. Naboj aminokyselin ovliviiuje hodnota pH. Pti

vyssim pH dochazi k ionizaci karboxylovych skupin a aminokyseliny ziskavaji zaporny naboj:

H,N—R—COOH + HO === HZN—R% + H,O
o

Pti niz§im pH ionizuji naopak zésadité skupiny a ndboj molekuly je pak kladny.
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H,N—R—COOH + H == HSN_R_\
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V urcité oblasti pH dochazi u téchto latek k disociaci stejného poctu jak kyselych tak i

zasaditych skupin a celkovy ndboj molekuly (zwitteriontu) je pak nulovy.
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H,N—R—COOH === H,N-R
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Tato hodnota pH se nazyva izoelektricky bod pl a je charakteristickou konstantou pro kazdy
amfolyt. Aminokyseliny jsou stavebnimi jednotkami bilkovin, a proto se bilkoviny chovaji jako
amfolyt. Bilkoviny jsou makromolekuly koloidni povahy a elektroforéza se Casto vyuZziva
k déleni téchto latek.

Pfi¢inou pohybu koloidnich ¢astic v elektrickém poli je elektrokineticky potencial
(C-potencial, ¢ti zeta potencial). Jde o potencidlovy rozdil mezi pohyblivou a fixovanou ¢asti
iontové atmosféry, tj. mezi difizné rozptylenymi ionty v roztoku a tenkou vrstvou protiionti,
poutanou k povrchu castice.

Pohyb elektricky nabitych ¢astic zavisi na jejich velikosti, tvaru, velikosti jejich naboje
a na intenzit¢ vlozeného elektrického pole. Pohyb ¢astice je charakterizovan jejich
elektroforetickou pohyblivosti u, coz je rychlost pohybu pfi potencialnim spadu 1 V/cm. Vztah
mezi pohyblivosti a nabojem ¢astice Q vyplyva z rovnosti hnaci sily elektrické a brzdici sily

treci. Elektricka sila je dana souc¢inem naboje Castice a potencidlu pole E, v némz se Castice



nachazi. Brzdici sila je dana vztahem B=v.f, kde v je rychlost pohybu a f je koeficient treni.

Z rovnosti obou téchto sil a z definice pohyblivosti tedy plyne:

Jednotkou pohyblivosti je cm?stv-1,

Elektroforéza se realizuje jako volna nebo jako zénova. V piipad€ volné elektroforézy
se vzorky latek rozpusti v pufru o ur¢itém pH a nanesou se napt. na dno U-trubice. Vzorky se
pak ptevrstvi pufrem o stejném pH, do kterého se vlozi elektrody. Po zavedeni elektrického
proudu dochazi k pohybu nabitych molekul k elektrodam nesouci opa¢ny naboj. Déleni v tomto
uspotradani je zatizeno celou fadou chyb, a proto byla zavedena elektroforéza zénova neboli na
nosi¢ich. Vzorky latek se v tomto pfipadé nanaSeji na vhodny nosi¢, ¢imz je napft. filtracni
papir, chromatograficky papir, agarovy gel, Skrobovy gel nebo polyakrylamidovy gel. Nosi¢ je
pak navlh¢en nebo ptimo ponoten do roztoku pufru, do néhoz jsou rovnéz zavedeny elektrody.
Po zavedeni elektrického proudu dochdzi k migraci nabitych c¢éstic k opa¢né nabitym
elektroddm stejné jako u volné elektroforézy, ovSem pohyb se dé€je na nosici, coz umoziuje
lepsi priibéh, zpracovani a vyhodnoceni elektroforetického déleni. Castice pak na nosici vytvafi
zony, které jsou sefazené podle elektroforetické pohyblivosti. Protoze je hodnota elektrického
proudu nastavena na urcitou konstantni hodnotu, pohybuji se zény konstantni rychlosti, ale
vytvaii se stupniovity gradient potencialu. Projevuje se zde tzv. samozaostiujici efekt. Zpozdi-
li se néktery ion za ,,svou** zonou, tj. za zonou odpovidajici ptislusné pohyblivosti, octne se tak
Vv prostiedi s vétsi hodnotou potencialu, ktery ho urychli tak, aby dohnal svou zénu (a naopak).

V praxi se velice Casto pouziva elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE), ktery
je inertni, mechanicky pevny, priihledny a nabizi moznost pfipravy nosi¢e riznych piredem
urcenych vlastnosti (hustota zesitovani gelu, gradient hustoty gelu aj.). Polyakrylamidovy gel
vznika polymeraci akrylamidu a N,N-methylenbisakrylamidu (BIS), kter4 je zah4jena volnymi
radikaly vzniklymi pfi rozkladu persiranu amonného. Do smési se vzdy piidava stabilizator

volnych radikalt TEMED (N,N,N,N-tetramethylethylendiamin).

Hzc/\H/N 2 4 Hzc/\H/NH H|¢§(:H2 — > polyakrylamid
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Fyzikalni vlastnosti tohoto gelu jsou dany podilem akrylamidu v gelu a stupném
zasitovani. Linearni fetézce vznikaji spojovanim monomert akrylamidu, pficné vazby mezi
nimi jsou tvofeny BIS. Velikost port polyakrylamidového gelu zavisi nepiimo imérné na
koncentraci akrylamidu. Cim vys§i je tedy koncentrace akrylamidu, tim jsou mensi pory.
Nejcastéjsi koncentrace akrylamidu je 3 — 15 %. Koncentrace BIS obvykle odpovida 5%
celkové koncentraci akrylamidu.

Zoénovou elektroforézu lze realizovat bud v kontinudlnim nebo diskontinudlnim
systému. Diskontinuita miize byt jak v koncentracich gelu, tak predevsim v pH a iontové sile.
V piipad€ pH se diskontinuita voli pouzitim rizné hodnoty pH pufru elektrodového a pufru
v gelu. Pii diskontinudlni elektroforéze ziskdvame ostfej$i zony nez v pifipadé kontinudlni
elektroforézy. Jako elektrodového pufru se mimo jiné pouziva
Tris(hydroxymethyl)aminomethan/glycinatovy pufr pH 8,3 (Tris/glycin). Gel pak obsahuje
pufr Tris/HCI pH 9,2. Po skonéeni elektroforézy se rozdélené bilkoviny v gelu fixuji v 10 %
roztoku kyseliny chloroctové a poté barvi pomoci barviva CBB R-250 (Coomassie Brilliant
Blue R 250). Nakonec se gel odbarvi v roztoku methanolu a kyseliny octové, pfiCemz zony

bilkovin zlstanou zbarveny modre.

Ukol: Rozd¢lte bilkovinu vaje¢ného bilku pomoci diskontinuélni elektroforézy
Chemikalie: Elektrodovy pufr (0,025 mol.I" Tris, 0,192 mol I glycin, pH 8,3)
pufr do gelu (2,25mol.I"t Tris, 0,1655 mol.I* HCI)

30 % (w/v) akrylamid
2 % (w/v) bisakrylamid
10 % (w/v) persiran amonny
vzorkovaci pufr (0,125 mol.dm?® pufr do gelu, 0,01 % (w/v)
bromfenolova modf)
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine)
fixacni roztok (10 % kys. trichloroctova)
barvici roztok (0,1 % (w/v) CBB R-250 v 15 % (v/v) kys. octové a
45 % (v/v) methanolu)
odbarvovaci roztok (40 % (v/v) methanol, 10 % (v/v) kys. octova)
vajecny bilek
Pomiicky: Kadinka (50 ml, 2 ks 100 ml)
odmérny valec
elmag. michacka + michadlo

automatické pipety + $picky na pipety



plastové mikrozkumavky
Spachtle
misky
stiicka
ttepacka
elektroforeticky piistroj
Pracovni postup:
Akrylamid a BIS jsou neurotoxické latky. S jejich roztokem pracujeme vzdy s CO
nejvetsi opatrnosti, v gumovych rukavicich. Nikdy tyto latky nepipetujeme usty!
Priprava 8 % gelu

Podle rozpisu odpipetujeme ptislusna mnozstvi danych latek do kadinky.

Destilovana voda 5,41 ml
Pufr do gelu 2,4 ml
Akrylamid 4 ml
BIS 3ml
TEMED 50 pl

Kadinku umistime na elektromagnetickou michacku nastavenou na hodnotu 250 - 300
otacek za minutu a zapneme ji. Formu na gel uzavieme vloZenim dvou pliski. Formu dame do
plastového kelimku, aby ptipadny unikly gel neznedistil pracovni plochu. Poté zahdjime
polymeraci gelu ptidavkem 140 ul Cerstvé pripraveného 10 % roztoku persiranu amonného (ten
si pifipravime do mikrozkumavky s uzdvérem — 1 ml) do kadinky postavené na michacce. Po
promichani (cca 8 sekund) nalijeme roztok do formy tak, aby nevznikaly bublinky. Po naliti
ihned zasuneme do roztoku gelu hiebinek. Do kadinky se zbytky roztoku gelu nalijeme vodu.
Gel nechame polymerizovat a ptipravime si vzorky. Z roztoku vaje¢ného bilku odpipetujeme
postupné 0,1; 0,2; 0,3 a 0,4 ml do plastovych mikrozkumavek a doplnime je ptidavkem 0,4 ml
vzorkovaciho pufru.

Z formy s gelem odstranime plisky (Spachtli odfizneme gel od pliskd, pak je vyjmeme)
a vysuneme hiebinek. Vodu na gelu slijeme a ptipadnou vodu v jamkéch pro vzorky opatrné
odsajeme injekéni stiikackou. Poté do jednotlivych jamek (krajni jamky nevyuZzivame, dochazi
zde k deformaci zon) odpipetujeme vzorky bilkovin. Elektroforetickou vanu naplnime 180 ml
elektrodového pufru. V pufru nesmi byt pfitomny bubliny. Formu s gelem viozime do
elektroforetické vany a to pomalu a velmi opatrné, aby nedoslo k vyplaveni vzorkii z jamek! Do

elektrodového pufru nejprve ponoiime pravou stranu gelu, pak pomalu stranu levou (se vzorky).



Pti elektroforéze budou vzorky putovat z levé strany na pravou (ke kladné elektrodé), proto
musi byt vzorky na levé strané! Vanu pfikryjeme vikem (kabely vedouci na
viko elektroforetické vany musi byt na vzdalengjsi stran¢) a zapneme zdroj napéti, ktery
nastavime na hodnotu 150 V.

Po doputovéani zony bromfenolové modii asi 1 cm pied konec gelu (cca 80 min.)
elektroforézu ukon¢ime. Formu s gelem vyjmeme a gel nechame opatrné sklouznout do misky.
Gel nékolikrat proplachneme destilovanou vodou. Pro orientaci rozdélenych zon na gelu
odfizneme pravy dolni roh gelu. Gel pak vlozime do misky s fixa¢nim roztokem a misku dame
na tiepacku. Po 5 minutach gel vyjmeme, fixacni roztok vratime zpét do zasobni ldhve. Gel
opét proplachneme a vlozime jej do misky s barvicim roztokem. Gel nechame 15 minut barvit
na tiepaCce. Po obarveni slijeme barvici roztok zpét do zasobni ldhve, gel nékolikrat
proplachneme destilovanou vodou a vlozime jej do misky s cca 20 ml odbarvovaciho roztoku.
Gel odbarvujeme jednou, popiipadé dvakrat po dobu alesponl 15 minut.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.

Vyhodnoceni:

Ur¢ime pocet zon na gelu a nasledné zmétime jednotlivé vzdalenosti zon vzorkd
bilkovin od startovnich jamek a ur¢ime relativni pohyblivost Rf (vzdalenost stfedu zony
bilkoviny ke vzdalenosti konce gelu od startovnich jamek). Pfi praci s gelem je nutné pouzivat

gumové rukavice.



