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SDS-PAGE

(= sodium dodecylsulphate - polyacrylamide gel electrophoresis)
- metoda pro separaci proteinU dle velikosti (molekulové hmotnosti)

Molekulova hmotnost (velikost) proteinu udavana v daltonech (Da)
Ci kilodaltonech (kDa)

1 kDa = 1000 Da

= 1 Da se pfibliZné rovna hmotnosti atomu vodiku (1,66 x 10 2* g)



Pracovni postup

= smichani proteinovych roztoku se vzorkovym pufrem
= povareni vzorku pfi 95°C
= naneseni vzorkuU na gel

= separace proteinU - proteinova elektroforéza
= pfiprava polyakrylamidovych gelu pro dalSi studijni kruh
= barveni proteinu v gelu pomoci Coomassie Brilliant Blue

= odmyti nenavazeného barviva

= analyza gelU



Priprava vzorku pro SDS-PAGE

proteiny je nutné pred separaci denaturovat

obvykle pusobenim SDS, merkaptoethanolu a zahtati (cca 95°C)

denaturované proteiny maji vlaknity tvar a stejny zaporny naboj na jednotku
délky proteinu - zachovana je tak pouze primarni struktura proteinu

rychlost migrace v gelu zavisi pouze na jejich molekulové hmotnosti




Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE

SDS (dodecyl sulfat sodny) - detergent denaturujici proteiny a
poskytujici jim negativni naboj

Merkaptoethanol - redukuje disulfidické mustky

Glycerol - zajist'uje klesnuti vzorku ke dnu jamky v gelu po
naneseni

Bromfenolova modr - barvivo umoznuijici sledovat prubéh
elektroforézy (pohyb Cela v gelu)



® oo wnno | Jak funguje SDS-PAGE?

joined by a disulfide single subunit
bridge protein

| ¢ Negativné nabité proteiny se
pohybuji ke kladné elektrodé
(anoda)

= negatively
charged SDS
molecules
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Polyakrylamidové gely

gel: porézni 3D sit’

> takova velikost porl v gelu, aby se separované molekuly s rliznou
velikosti pohybovaly rozdilnou rychlosti

proteiny - obvykle polyakrylamidovy gel (menSi velikost péru)

vytvoren polymerizaci akrylamidu - potieba volnych radikalt vzniklych
pfi rozkladu persiranu amonného (ammonium persulfate = APS) a
katalyzatoru TEMED (Tetramethylethylenediamine)

Obvykle se pripravuji dva gely, zaostfovaci a separaCni



Separované proteiny jsou poté nespecificky
barveny pomoci roztoku Coomassie Briliant blue




Po separaci a detekci proteinu obvykle FeSime jednu ze
dvou typickych otazek:

Je dany protein v naSem vzorku?

Pro zodpovézeni potfebujeme vzorek obsahujici dany protein
(pozitivni kontrolu) a vzorek bez daného proteinu (negativni
kontrolu).

Jakd je hladina daného proteinu v naSem vzorku?

Pro zodpovézeni potrebujeme vzorky obsahujici vysokou
(pozitivni kontrolu) a nizkou (negativni kontrolu) hladinu proteinu
pro srovnani s naSim vzorkem.



