
Dátum:23.3.2007 SDS elektroforéza Anton RepkoBCHPV/2ÚvodNa delenie proteínov pod©a molekulovej hmotnosti je jednou z vhodnýh metód elektro-foréza v polyakrylamidovom géle za prídavku dodeylsulfátu sodného (SDS - sodium do-deylsulphate). Táto látka sp�sobuje rozvinutie - denaturáiu - bielkovinového re´aza asvojim naviazaním mu ude©uje náboj priamo úmerný hmotnosti molekuly proteínu. Prilo-ºené elektriké pole potom sp�sobí rozdelenie proteínov pod©a molekulovej hmotnosti pod©avzora
M = a · e

−b·lkde a a b sú nejaké kladné kon²tanty, l je dráha ²kvrny (obr. 1). Pri kaºdom experimen-te pridáva aj lysozym ako ²tandard, ktorého re´aze majú známe molekulové hmotnosti -14500, 29000, 43500, 58000.Samotný gél sa pripravuje tesne predexperimentom, pri£om na strane ²tartusa pouºije vrstva ve©kopórového (zaostro-vaieho) gélu, v ktorom sa zaostrí výho-dzia ²kvrna so zmesou bielkovín. Malo-pórový (deliai) gél potom uº slúºi na sa-motné rozdelenie bielkovín. Ako kataly-zátor polymerizáie sa pouºíva peroxodi-síran amónny. Obr. 1: �truktúra géluAparatúraZariadenie na elektroforézu so zdrojom + sklí£ka, 50 ml kadi£ka, pipeta 10 ml, nastavite©néautomatiké pipety 1000 a 100 µl, automatiká pipeta 5 µl, ²pi£ky, Hamiltonova strieka£-ka; akrylamid, 1,5 M Tris-HCl pufor pH 8,8, 0,5 M Tris-HCl pufor pH 6,8, 10% roztokdodeylsulfátu sodného (SDS), tetrametyléndiamín (TEMED), 10% roztok poeroxodisíra-nu amónneho, elektródový pufor, vzorky s bielkovinami a ²tandardom (lysozym) zafarbenébrómfenolovou modrou.PostupV kadi£ke som pripravil nasledovnú zmes na deliai polymér:1,35 ml destilovanej vody3,0 ml akrylamidu1,5 ml Tris-HCl pH 8,80,06 ml 10% SDS0,005 ml TEMED0,06 ml 10% (NH4)2S2O8Nalial som ju medzi sklí£ka do vý²ky 7 m a prevrstvil 0,5 ml vody a nehal tuhnú´ 20minút. Potom som pripravil zmes na zaostrovaí polymér:1



1,22 ml destilovanej vody0,26 ml akrylamidu0,5 ml Tris-HCl pH 6,80,02 ml 10% SDS0,005 ml TEMED0,02 ml 10% (NH4)2S2O8Odsal som vodu z malopórového gélu �ltra£ným papierom a pridal pripravenú zmes.Následne som zasunul matriu na vytvorenie jamiek.Vzorky s bielkovinami som rozmrazil po£as 3 minút vo vriaej vode. Po 20 minútahtuhnutia gélu som umiestnil sklí£ka s gelom do zariadenia na elektroforézu a nalial do nehopufor. Pomoou Hamiltonovej strieka£ky som do jamiek v géle pridal po 10 µl vzoriek vnasledovnom poradí: ²tandard, B, B, O, O, L, LNa zariadenie na elektroforézu som umiestnil kryt a nastavil napätie 60 V. Ke¤ ²kvrnydosiahli rozhranie gélov (asi po hodine), zvý²il som napätie na 150 V.VýsledkyNamerané vzdialenosti ²kv¯n ²tandardu od rozhrania gélov so známymi molekulovýmihmotnos´ami sú uvedené v tabu©ke 1. Odpovedajúe vzdialenosti ²kv¯n vzoriek sú v tabu©-ke 2.
l [m℄ M [g/mol℄0,75 580001,15 435001,65 290002,70 14500Tabu©ka 1: Lysozym

vzorka B B O O L L
l1 [m℄ 0,6 0,7 0,3 0,4 1,3 1,4
l2 [m℄ 0,9 0,9 2,6 2,7Tabu©ka 2: Vzorky

Kalibračnákrivkaelektroforézypodľalysozymu

l[cm]
M[103g/
mol]

00.511.522.5301020
3040
506070
8090

fit result : (f(x) = a*exp(-b*x))
a = 100.577 +/- 14.6171
b = 0.7353 +/- 0.127621
chi^2 = 0.0728936
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Molekulové hmotnosti ur£ím pod©a kalibra£ného vzora
M = 1,006 · 10

5
· e

−0,735·l

• Vzorka B
l = 0,65 m → M ≈ 62000 g/mol

• Vzorka O
l1 = 0,35 m → M1 ≈ 78000 g/mol
l2 = 0,9 m → M2 ≈ 52000 g/mol

• Vzorka L
l1 = 1,35 m → M1 ≈ 37000 g/mol
l2 = 2,65 m → M2 ≈ 14300 g/molZáverSDS elektroforéza je pomerne nenáro£ná metóda na orienta£né ur£enie molekulovej hmot-nosti neznámeho proteínu. Pre presnej²ie ur£enie by bolo vhodné umiestni´ ²tandard ajpomedzi vzorky prípadne pouºi´ dlh²í gél.
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