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Uvod

Na delenie proteinov podla molekulovej hmotnosti je jednou z vhodnych metod elektro-
foréza v polyakrylamidovom géle za pridavku dodecylsulfatu sodného (SDS - sodium do-
decylsulphate). Tato latka sposobuje rozvinutie - denaturaciu - bielkovinového retazca a
svojim naviazanim mu udeluje naboj priamo tmerny hmotnosti molekuly proteinu. Prilo-
7ené elektrické pole potom sposobi rozdelenie proteinov podla molekulovej hmotnosti podla

vzorca
M=aq- e

kde a a b su nejaké kladné konstanty, [ je draha Skvrny (obr. 1). Pri kaZzdom experimen-
te priddva aj lysozym ako Standard, ktorého retazce maji znadme molekulové hmotnosti -
14500, 29000, 43500, 58000.

Samotny gél sa pripravuje tesne pred
experimentom, pricom na strane Startu Zaostrovaci gél

sa pouzije vrstva velkoporového (zaostro-

vacieho) gélu, v ktorom sa zaostri vycho- — II
dzia skvrna so zmesou bielkovin. Malo- — L
porovy (deliaci) gél potom uz sluzi na sa-
motné rozdelenie bielkovin. Ako kataly-
zator polymerizécie sa pouziva peroxodi-
siran amoénny.

Deliaci gél

Obr. 1: Struktura gélu

Aparatara

Zariadenie na elektroforézu so zdrojom + sklicka, 50 ml kadicka, pipeta 10 ml, nastavitelné
automatické pipety 1000 a 100 ul, automaticka pipeta 5 pl, 8picky, Hamiltonova striekac-
ka; akrylamid, 1,5 M Tris-HCI pufor pH 8,8, 0,5 M Tris-HCI pufor pH 6,8, 10% roztok
dodecylsulfatu sodného (SDS), tetrametyléndiamin (TEMED), 10% roztok poeroxodisira-
nu amonneho, elektrodovy pufor, vzorky s bielkovinami a §tandardom (lysozym) zafarbené
brémfenolovou modrou.

Postup
V kadicke som pripravil nasledovnt zmes na deliaci polymeér:

1,35 ml  destilovanej vody
3,0 ml akrylamidu

1,5 ml Tris-HCI pH 8,8
0,06 ml  10% SDS

0,005 ml TEMED

0,06 ml  10% (NHy4)2S20s

Nalial som ju medzi sklicka do vysky 7 cm a prevrstvil 0,5 ml vody a nechal tuhnat 20
minut. Potom som pripravil zmes na zaostrovaci polymér:



1,22 ml  destilovanej vody
0,26 ml  akrylamidu

0,5 ml Tris-HCI pH 6,8
0,02ml  10% SDS

0,006 ml TEMED

0,02 ml  10% (NHy4)2S20s

Odsal som vodu z malopérového gélu filtraénym papierom a pridal pripraveni zmes.
Néasledne som zasunul matricu na vytvorenie jamiek.

Vzorky s bielkovinami som rozmrazil poc¢as 3 minit vo vriacej vode. Po 20 mintitach
tuhnutia gélu som umiestnil sklicka s gelom do zariadenia na elektroforézu a nalial do neho
pufor. Pomocou Hamiltonovej striekacky som do jamiek v géle pridal po 10 pl vzoriek v
nasledovnom poradi: $tandard, B, B, O, O, L, L

Na zariadenie na elektroforézu som umiestnil kryt a nastavil napétie 60 V. Ked gkvrny
dosiahli rozhranie gélov (asi po hodine), zvysil som napétie na 150 V.

Vysledky

Namerané vzdialenosti gkvin Standardu od rozhrania gélov so znamymi molekulovymi
hmotnostami st uvedené v tabulke 1. Odpovedajice vzdialenosti §kvin vzoriek st v tabul-
ke 2.
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Tabulka 2: Vzorky
Tabulka 1: Lysozym

Kalibracnd krivka elektroforézy podla lysozymu
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Molekulové hmotnosti uréim podla kalibra¢ného vzorca

M = 1,006 - 10° - e~ 07351

e Vzorka B
[ =0,65 cm — M =~ 62000 g/mol
e Vzorka O
l1 =0,35 cm — M, ~ 78000 g/mol
la =109 cm — M ~ 52000 g/mol
e Vzorka L
Iy =1,35 cm — M, ~ 37000 g/mol
ly = 2,65 cm — My ~ 14300 g/mol
Zaver

SDS elektroforéza je pomerne nendro¢néd metdéda na orientacné urcéenie molekulovej hmot-
nosti nezndmeho proteinu. Pre presnejgie urcenie by bolo vhodné umiestnit Standard aj
pomedzi vzorky pripadne pouzit dlhsi gél.



