Cwiczenie 1.
ELEKTROFOREZA W ZELU POLIAKRYLAMIDOWYM

(ANG. POLYACRYLAMIDE GEL ELECTROPHORESIS - PAGE)

ELEKTROFOREZA BIALEK W ZELU POLIAKRYLAMIDOWYM W WARUNKACH
DENATURUJACYCH (SDS-PAGE) DETEKCJA BIALEK W ZELU
POLIAKRYLAMIDOWYM

ELEKTROFOREZA POLIAKRYLAMIDOWA BIALEK W WARUNKACH
NATYWNYCH (ELEKTROFOREZA NATYWNA)

Elektroforeza pozwala na rozdzielanie biatek ze wzgledu na ich gestosé tadunku, w tym
przypadku ruchliwo$¢ elektroforetyczna sktadnikow probki zalezy zardwno od tadunku molekut,
jak i ich masy. Bufory uzyte podczas elektroforezy natywnej pozwalajg na utrzymanie biatek w
stanie niedenaturowanym. Enzymy po elektroforezie zachowuja swoja aktywno$¢. Elektroforeza
natywna jest uzywana glownie do okreS§lenia czysto$ci bialek — np. oznaczenia czysto$ci
preparatyki enzymow. W elektroforezie natywnej bialek uzywa si¢ niecigglego systemu
buforowego. Stosowane sg dwa zele — zageszczajacy o nizszym stezeniu akrylamidow i nizszym
pH, oraz rozdzielajacy o mniejszych porach (wyzsze stezenie akrylamidow) i wyzsze pH.
Rozwiazanie to, stosowane takze w zelach denaturujacych, umozliwia uzyskanie zageszczenia

preparatu na styku zeli 1 migracji bialek w Zelu rozdzielajacym w postaci ostrych prazkow.

ELEKTROFOREZA POLIAKRYLAMIDOWA BIALEK W WARUNKACH
DENATURUJACYCH (SDS-PAGE)

Elektroforeza w zZelu poliakrylamidowym jest uzyteczng i powszechnie stosowana metoda
rozdzielania i charakterystyki biatek. Jest to stosunkowo prosta i szybka technika. Na jednym
zelu mozna przeprowadzi¢ jednoczes$nie analiz¢ wielu probek, a rozdzielone biatka mozna
skutecznie wykrywa¢ w Zelu np. metodami barwienia, immunoprecypitacji czy autoradiografii.
Mozna wigc stosowac te technike na przyktad przy analizie biatek we frakcjach zbieranych w
trakcie rozdzielania na kolumnie chromatograficznej.

W SDS-PAGE stwarza si¢ warunki, w ktorych wszystkie sktadniki probki majg ten sam
tadunek; ich ruchliwos$¢ jest wiec jedynie funkcjg mas czasteczkowych (SDS-PAGE). Uzycie

anionowego detergentu soli sodowej kwasu dodecylosiarkowego (SDS — ang. Sodium Dodecyl
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Sulfate) pozwala na rozdzielenie elektroforetytczne biatek zgodnie z ich masg czgsteczkowa.
Przed 1 w trakcie elektroforezy biatka ulegaja dysocjacji i denaturacji w obecnos$ci SDS, ktory
taczy si¢ z biatkami specyficznie w stosunku masowym 4,1:1. Zapewnia to przej¢cie przez biatko
ujemnego tadunku elektrycznego netto o stalej gestosci bez wzgledu na jego dhugosé. Dla
catkowitego rozwinigcia polipeptydu i zapewnienia mu pierwszorzedowej struktury, niezbedne
jest dodatkowo zniszczenie mostkow dwusiarczkowych (B-merkaptoetanol lub ditiotretiol).
Optaszczenie biatka przez SDS oraz redukcja mostkow dwusiarczkowych pozwalajg na separacje
biatek w zelu poliakrylamidowym ze wzgledu na ich wielko$¢, a zatem posrednio maseg
czasteczkowa. Szybko$¢ migracji w SDS-PAGE nie jest determinowana przez tadunek
elektryczny biatka zalezny od pH i konformacji biatka.

Dzi¢ki mozliwosci rozdzielenia biatek na podstawie ich wielko$ci mozemy oznaczyé
mas¢ czasteczkowa nieznanego biatka, poréwnujac jego potozenie w zelu w stosunku do innych

biatek (tzw. biatek wzorcowych) po zakonczonej migracji i wybarwieniu.

BARWIENIE | DOKUMENTACJA

Ukonczenie rozdzielania elektroforetycznego nie konczy procedury. Wigkszos¢ biatek i
kwasow nukleinowych nie jest widoczna w $wietle bialym. Niezbedne jest ich wybarwienie
(wizualizacja) w zelach lub na membranach, tak aby uzyska¢ informacj¢ o dystansie ich migracji
iich ilosci w prazku.

Stosowanych jest wiele metod wizualizacji zeli 1 membran. Bialka najcze$ciej wybarwia
si¢ stosujgc naturalne barwniki, takie jak bigkit kumassi (ang. Coomassie Brilant Blue) czy czern
amidowg. Barwnik dodawany jest zwykle do roztworu utrwalajagcego polozenie biatka w zelu
(denaturacja 1 unieruchomienie molekut), po czym nadmiar barwnika jest wymywany. Pozostaje
tylko barwnik zwigzany z biatkami. Czutos¢ takiej detekcji biatek jest stosunkowo dobra. Mozna
w ten sposob znalez¢ 1 pg biatka w prazku.

Znacznie bardziej czulg metodg jest barwienie srebrem. Metoda ta pozwala oznaczy¢ 10
ng bialka w prazku. Przy pomocy srebra mozna rowniez wybarwi¢ kwasy nukleinowe oraz

oligonukleotydy, a czulo$¢ detekcji zblizona jest rowniez do 10 ng DNA na prazek.

Rys. 4. Przykladowe
rozdzielenie  biatck w  zelu
— a— poliakrylamidowym  przedstawiono

— — na rysunku. Zel barwiono Coomassie

i - - - Brilliant Blue R-250.




Najprostsza formg dokumentacji rozdzielonych w procesie elektroforezy w zelach
poliakrylamidowych sktadnikow jest ich wysuszenie pomi¢dzy warstwg bibuly i celofanu lub
pomiedzy dwoma warstwami celofanu. Wysuszony w ten sposéb zel mozna przechowywac
dowolnie dlugo bez widocznego uszczerbku w jakosci tego dokumentu. Zele poliakrylamidowe
przygotowane na folii mozna suszy¢ bez okrywania celofanem. Trudnosci pojawiajg si¢ wtedy,
gdy trzeba wysuszy¢ zel o zawartosci akrylamidu powyzej 15%. Odwodnienie Zelu powoduje
silne jego obkurczenie i w rezultacie pgkanie. Mozna temu przeciwdziata¢ wypierajac z zelu
wode przez dodanie glicerolu. Zele takie pozostaja jednak nieco lepkie i musza by¢ okryte folig.

Zele agarozowe nie poddaja sie jednak tej formie dokumentowania. Najprostszym
sposobem utrwalenia informacji zawartej w zelu agarozowym jest sporzadzenie jego fotografii
lub skanu. Technike t¢ mozna zastosowa¢ rowniez do zeli poliakrylamidowych. Od kilku lat do
dokumentacji rozdziatow elektroforetycznych stosuje si¢ z powodzeniem kamery cyfrowe, a
uzyskany obraz przechowywany jest w formie elektronicznej w pamigci komputera lub na innych
nos$nikach pamieci. Kamery cyfrowe pozwalaja na uzyskanie i przetworzenie obrazu zeli i

membran wizualizowanych barwieniem, z zastosowaniem znacznikoéw fluorescencyjnych.

CZESC EKSPERYMENTALNA

Materiaty
e Aparat do elektroforezy (modut elektrody + ramka zewnetrzna + mini tank + pokrywa)
e Zasilacz pradu statego
e Pipety automatyczne
e Probowki typu Eppendorff 0,5 ml
e }opatka do usuwania zelu z plytki
e Naczynia do wybarwiania zeli
Odczynniki chemiczne

e Marker biatek firmy Life Technologies

e Probki standardow biatek

e Probki mleka

e Bufor redukujgcy z SDS do barwienia i denaturacji probek (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8; 25%
glicerol; 2% SDS; 0,05% biekit bromofenylowy; 2-merkaptoetanol 5%)



e Bufor glicynowy do elektroforezy SDS-PAGE ( Tris-base; glicyna; SDS)

Roztwor barwigcy (100 ml)
e 50 ml metanolu
e 10 ml lodowatego kwasu octowego
e (.25 g Coomassie blue R-250
e 40 ml wody
Roztwor odbarwiajacy (1000 ml)
e 300 ml metanolu
e 100 ml lodowatego kwasu octowego
e 600 ml wody
Czutos¢: do 0.1 pg
Zaleta metody jest prostota wykonania i niezawodno$¢. Wadg jest niewielka relatywnie czutos¢.

Wymagane Srodki ostroznosci

v' W trakcie wykonywania ¢wiczenia student powinien nosi¢ odziez ochronng.

v' Roztwordw nie nalezy wdychaé i pipetowac ustami.

v" Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z dyrektywami UE 67/548/EWG lub
1999/45/WE):

2-merkaptoetanol - T, N Produkt toksyczny, Produkt niebezpieczny dla srodowiska
R23/24/25, R38, R41, R43, R48/22, R50/53

v Pierwsza pomoc:
- w razie kontaktu ze skora: spluka¢ duzg iloscig wody.
- w razie kontaktu z oczami: przeptuka¢ duzg ilosciag wody, przy szeroko otwartej
powiece.
- jezeli osoba poszkodowana oddycha, przenie$¢ na §wieze powietrze. Jezeli osoba
poszkodowana nie oddycha, zastosowaé sztuczne oddychanie. Zasiggnac porady
medycznej.
- w przypadku wystgpienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem.
- w razie spozycia: przeptuka¢ usta woda.
Doktadne instrukcje postgpowania sg zawarte w dotaczonych kartach charakterystyk substancji.



Wykonanie

Rozdzielanie elektroforetyczne biatek w Zelu poliakrylamidowym:

1.

8.
9.

W celu wykonania rozdzielenia elektroforetycznego nalezy umocowac zel (znajdujacy si¢
pomi¢dzy szybkami) w ramce wewnetrznej z zaciskami, tak zeby okienko do
wprowadzania probek znajdowato si¢ od wewnetrznej strony goérnej czesci aparatu.
Krawedz szybki z przekladkami powinna znajdowac si¢ na rowni z krawedzig gornej
cze$ci aparatu. Niestaranne przymocowanie szybek z zelem do aparatu moze powodowac
przelewanie buforu elektroforetycznego z gornej czgsci aparatu do dolnej oraz moze by¢

przyczyna nierownego rozdzielenia elektroforetycznego.

. Po przeciwnej stronie aparatu nalezy w analogiczny sposob zamontowaé drugi zel lub

samg szybke, stanowigca w drugim przypadku zaporg¢ dla buforu znajdujacego si¢ w
gornej komorze. GOrng czg$¢ aparatu z przymocowanymi zelami nalezy umieS$ci¢ w
dolnej komorze (mini tank).

Nastepnie nalezy nala¢ bufor elektroforetyczny do obydwu komoér, w taki sposéb, aby
bufor ten dochodzit do goérnej i dolnej krawedzi zelu, wypehit studzienki, umozliwiajac w
ten sposob przeptyw pradu (obwod zamknigty).

Stosowne ilo$ci probki nalezy zmiesza¢ z odpowiednig ilo$cig buforu denaturujacego do
nanoszenia bialek (najczesciej 4:1, czyli np. 40 pl probki i 10 pl buforu do nanoszenia).
Bufor ten powoduje denaturacj¢ biatek, nadaje biatkom wypadkowy tadunek ujemny,
obcigza probke, dzieki czemu tatwo mozna ja nanie$¢ do studzienek zelu oraz zawiera
barwnik umozliwiajacy kontrole postepu elektroforezy.

Podtaczy¢ elektrody do zasilacza.

Wilaczy¢ zasilacz i ustawi¢ napigcie o wartosci 200 V w czasie 35 minut.

Po zakonczonej elektroforezie biatek, odtaczy¢ aparat do elektroforezy od pradu 1
wyciggna¢ ramke wewnetrzng z zelami.

Wyciggnaé zele z ramki wewngtrznej.

Delikatnie odrzuci¢ mniejszg szybke.

10. Za pomoca topatki zsuna¢ zel z ptytki szklanej 1 umiesci¢ zel w roztworze barwiagcym.

11. Zel w roztworze barwigcym inkubowa¢ przy delikatnym kotysaniu przez 30-60 min lub

dhuzej w celu zwiekszenia czutosci detekcji.

12. Zla¢ roztwor barwigcy (mozna wykorzysta¢ do kolejnych barwien), odmy¢ resztki

roztworu barwigcego woda destylowana, zala¢ roztworem odbarwiajacym.



13. Inkubowac¢ 2-16 h przy delikatnym kotysaniu. Wymiana roztworu odbarwiajacego
przyspiesza i poprawia jakos$¢ detekcji.

14. Umiescié zel w wodzie. Zele moga by¢ przechowywane przez czas praktycznie
nieokreslony w wodzie bez utraty intensywnosci prazkow, ale przy dluzszym
przechowywaniu w wodzie peczniejg. Aby zapobiec pecznieniu mozna dolac¢ 20 glicerolu.
Przechowywanie w buforze odbarwiajagcym prowadzi do ostabienia intensywnosci
prazkow.

15. W celu trwatlej archiwizacji zel przetozy¢ do przezroczystej folii 1 zeskanowac.

Przyspieszenie odbarwiania:
- czesta zmiana buforu
- inkubacja w temperaturze do 45°C

- dodanie kawaltka gabki pochtaniajagcego kumaryng.

Sprawozdanie

W sprawozdaniu z wykonanych ¢wiczen nalezy umiesci¢ krotki wstep teoretyczny, zawierajacy
informacje o podstawowej technice elektroforezy, jak rowniez, informacje o innych
modyfikacjach tej metody oraz o metodach barwienia biatek w zelach poliakrylamidowych.
Poda¢ cel ¢wiczenia i opisa¢ poszczegdlne jego etapy. Przeprowadzi¢ analize zelu (umiescié
zdjecie zelu wraz z opisem). Zmierzy¢ droge migracji poszczegoélnych biatek wzorcowych.
Wykona¢ wykres zaleznosci drogi migracji od logarytmu masy czasteczkowej bialek
wzorcowych. Odczyta¢ warto$¢ masy czasteczkowej nieznanego biatka.

Przeprowadzi¢ dyskusje wynikéw i poda¢ wnioski.
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