Proteinovy fingerprinting vaje¢ného bilku

Proteinovy fingerprinting je technika studia populaci organizmi zalozena na
izoelektrické fokuzaci (IEF). IEF spociva v elektroforetickém déleni proteint podle jejich
izoelektrickych bodi v polyakrylamidovém gelu sgradientem pH mezi elektrodami.
V ornitologii je pouzitelna pro odhaleni vnitrodruhového hnizdniho parazitizmu, tedy jevu,
kdy samice sice naklade vétSinu vajec do svého hnizda, ale n¢kolik dalSich vajec i do hnizd
samic stejného druhu v jejim okoli. Tato evolucni strategie se vyskytuje napt. u zastupct fadu
vrubozobi (Anseriformes). Vychazi se z predpokladu, ze slozeni vajeéného bilku je geneticky
dano a mezi jednotlivymi samicemi jsou v jeho slozeni rozdily. Jeho studiem tak je mozné
zachytit pomoci vajec individualitu samic, které je nakladly, navic jeho variabilitu neovliviiuji
geny otce. Bilek pro analyzu se odebird navrtdnim vajicka injekéni jehlou, odebranim
n¢kolika az nékolika desitek mikrolitrd bilku (podle velikosti vejce) a zalepenim otvoru.
Pokud pii odbéru nedojde nestastnou nahodou Kk poSkozeni embrya, mladé se normalné

vylihne.

Uloha: Odhaleni cizich vajec ve snuasce

Biologicky material:
vajecny bilek ze slepiich vajec nafedény 1:20 deionizovanou vodou
Chemikalie a roztoky:
Ptiprava gelu:
Zasobni roztok 40% C3 IEF gelu:
97 g akrylamidu (max. 0,005 % kyseliny akrylové)
3 g N, N'- methylenbisakrylamidu
rozpustit ve 100 ml deionizované vody
doplnit deionizovanou vodou na 250 ml
Roztok molekularniho lepidla:
1 ml 0,5 % kyseliny octové v 96% ethanolu
3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
Roztok 10% peroxodisiranu amonného (NHj),S,Os:
1 g peroxodisiranu amonného (NHg),S,0g
rozpustit v 10 ml deionizované¢ H,0

uchovavat v mikrozkumavkach po 112 pl (pro gel 24 x 22 x 0,025 cm) v —20 °C



T5C3 IEF gel rozméru 24 x 22 x 0,25 cm:
1,75 ml zasobniho roztoku 40% C3 IEF gelu
1,4 ml ptislusného Servalytu
1,75 ml glycerolu
9,1 ml vody
dobfte promichat, aby se rozpustil vSechen glycerol
112 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného
14 pl TEMEDu
dobfte promichat, ihned nasat do injek¢ni stiikacky a ihned naplnit prostor mezi skly

Elektrodové pufry:

Katodovy puft:

0,22 g L-argininu

0,18 g L-lysinu

6 ml ethylendiaminu

rozpustit ve 40 ml deionizované vody, doplnit deionizovanou vodou na 50 ml
Anodovy puft:

0,17 g kyseliny L-asparagové

0,18 g kyseliny L-glutamové

rozpustit ve 40 ml deionizované vody, doplnit deionizovanou vodou na 50 ml

uchovavat zamrazeny!!!

Vizualizace IEF gelu:

Formaldehydovy fixa¢ni roztok:

400 ml methanol

0,5 ml 37% roztoku formaldehydu

doplnit deionizovanou vodou na 1 |
Thiosiranovy roztok:

0,3 g thiosiranu sodného (pentahydratu)

doplnit deionizovanou vodou na 1 |
Roztok 0,1% dusi¢nanu stiibrného:

1 g dusi¢nanu stiibrného

doplnit deionizovanou vodou na 1 |
Vyvojka:

30 g uhli¢itanu sodného

80 pl roztoku thiosiranu sodného o koncentraci 10 mg/ml



doplnit deionizovanou vodou na 1 |
Roztok kyseliny citronové 2,3 mmol/I:
48 g bezvodé kyseliny citronové (52,5 g monohydratu kyseliny citronové)
doplnit deionizovanou vodou na 100 ml
Susici roztok:
104 ml 96% ethanolu
40 ml glycerolu

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Pracovni postup:

Ptiprava skel:

1) Obe¢ skla dukladné omyt vodou se saponatem a vydrhnout kartackem. Po té je oplachnout
deionizovanou vodou, osusit, dvakrat oplachnout 96% ethanolem a osuSit papirovym
rucnikem.

2) V¢tsi sklo oSetfit na ploSe, ktera se bude dotykat gelu, ptipravkem pro odpuzovani vody ze
skel automobilt, ten rozetfit papirovym ubrouskem a nechat 5 minut zaschnout, pak
oplachnout deionizovanou vodou a osusit papirovym ru¢nikem.

3) Mensi sklo oSetfit na plose, ktera se bude dotykat gelu, 1 ml roztoku molekularniho lepidla.
Ten rozetiit papirovym ubrouskem a nechat 5 minut zaschnout, pak ctyfikrat oplachnout
96% ethanolem a pokazdé osusit papirovym ru¢nikem.

4) Na rovnou podlozku v digestofi (polystyrenova deska) umistit vétsi sklo osettenou plochou
nahoru, na n¢& po stranach polozit 0,25 mm silné spacery a na né polozit mensi sklo
oSetfenou plochou dolu. Spacery umistit az do kraje skel, gumu spaceru pfilozit k menSimu
sklu, aby se jej tésn¢ dotykala. Na jedné strané jsou hrany skel piesné v zakrytu, na
protilehlé strané jsou konce skel vzdjemné posunuty piiblizné o 2,5 cm. V misté spacert
skla na kazdé stran¢ sepnout dvéma Kklipsy.

Ptiprava gelu:

5) T5C3 IEF gel ptipravit smisenim jeho jednotlivych komponent, dobfe promichat, nasat do
injekéni stiikacky priméreného objemu a ihned vypoustét mezi skla po celé délce kratsiho
skla na tom cele, kde toto sklo nedosahuje ¢ela skla delsiho. Zaroven pii tom na sklo druhou
rukou poklepavat, aby se piedeslo vzniku bublin vgelu a po naliti nechat hodinu

polymerizovat.



6) Chladici ob¢hové Cerpadlo pfipojit gumovymi hadicemi ke komofe pro IEF, nastavit
termostat na 5 °C, nalit do né& deionizovanou vodu, aby byla nadoba cca ze 3/4 plna,
zapnout chlazeni a cirkulaci vody.

7) Po utuhnuti gelu odstranit vSechny klipsy a skla diukladné omyt od vSech zbytka
polyakrylamidu, skla od sebe odpacit a sklo s nalepenym gelem umistit na chlazenou plochu
IEF komory gelem nahoru.

Prefokuzace:

8) V jedné Petriho misce nechat nasat elektrodovy strip pfiblizn¢ 3 ml katodového pufru
(nazloutla kapalina), ve druhé Petriho misce nechat nasat elektrodovy strip piiblizné¢ 3 ml
anodového pufru (¢ira kapalina), a stripy umistit na protilehlé strany gelu. Pfi tom dbat, aby
byl anodovy strip u anody a katodovy strip u katody - nezaménit je!

9) Nastavit rozte¢ elektrod ve viku tak, aby odpovidaly pozici stripti na gelu, viko pfikryt,
ptipojit komoru ke zdroji stejnosmérného elektrického proudu, na ném nastavit 3000 V, 150
mA, 20 W a prefokuzaci nechat probihat ptl hodiny.

Aplikace vzorku a fokuzace:

10) Vypnout zdroj elektrického proudu, odpojit od ného IEF komoru, sejmout viko a ke
katodovému stripu, paralelné s nim umistit aplikator vzorkl tak, aby se vzorky umistily
v fadé cca 2 - 3 cm od stripu.

11) Do kazdé pozice v aplikatoru napipetovat 3 pl vzorku. Po jejich napipetovani viko piikryt,
pfipojit komoru ke zdroji stejnosmérného elektrického proudu, na ném nastavit op&t 3000 V,
150 mA, 20 W a vlastni izoelektrickou fokuzaci nechat probihat 6 hodin.

12) Po ukonceni vypnout zdroj elektrického proudu, vypnout chladici ob&hové cerpadlo,
odpojit od zdroje IEF komoru, sejmout viko a sklo s gelem umistit do misky na téepacku
opét gelem nahoru.

Vizualizace pomoci stfibra:

13) Gel prelit 200 ml formaldehydového fixacniho roztoku a 10 minut jemné tiepat.

14) Vylit fixa¢ni roztok a gel dvakrat po dobu péti minut mirng ttepat ve 200 ml deionizované
vody.

15) Vodu vylit a gel prelit na jednu minutu 200 ml thiosiranového roztoku.

16) Thiosiranovy roztok vylit a gel dvakrat oplachnout deionizovanou vodou (20 sec).

17) Gel pielit 200 ml 0,1% roztoku dusi¢nanu stfibrného a 10 minut jemné tfepat.

18) Roztok vylit a gel nejprve oplachnout deionizovanou vodou, a pak malym objemem

vyvojky.



19) Gel pielit 200 ml vyvojky, do niz bylo tésné pied pouzitim piipipetovano 100 pl 37%
roztoku formaldehydu a piiblizn¢ 1 minutu jemné tfepat, dokud nejsou vystupujici bandy
dostatecné intenzivni.

20) Vyvoj zbarveni zastavit pfidanim 10 ml roztoku kyseliny citronové (vyvoj zbarveni bandi
pokracuje jesté chvili po ptfidani tohoto roztoku!!!) a 10 minut jemné¢ tiepat.

21) Roztok vylit a gel po dobu deseti minut mirné ttepat ve 200 ml deionizované vody.

22) Vodu vylit a gel po dobu deseti minut mirn¢ tiepat ve 200 ml susiciho roztoku.

23) Roztok vylit a gel nechat pies noc vyschnout pti pokojové teploté, piipadné v susarné pfii
teploté 50 °C.

Vizualizace pomoci pfipravku PageBlue:

13) Gel zalit 200 ml roztoku PageBlue a nechat cca 30 minut tfepat.

14) Page Blue vylit a sklo s gelem 3x promyt deinizovanou vodou.

15) Gel zalit cca pul litrem deionizované vody a na tfepacce odbarvovat, dokud intenzita
obarveni nebude vhodna k hodnoceni.

16) Roztok vylit a gel nechat pfes noc vyschnout pii pokojové teploté, piipadné v susarné pii

teploté 50 °C.



