ZAGADNIENIA DO CWICZEN LABORATORYJNYCH Z ENZYMOLOGII I CHEMII
BIALEK DLA STUDENTOW III ROKU BIOTECHNOLOGII MEDYCZNE] I st.

Cwiczenie 2. JEDNOKIERUNKOWA ELEKTROFOREZA BIALEK W ZELU
POLIAKRYLAMIDOWYM W WARUNKACH DENATURUJACYCH
(SDS-PAGE)

Zagadnienia do ¢wiczenia

e Poziomy organizacji tancucha polipeptydowego w biatkach (wigzania chemiczne stabilizujace
struktury) - struktura I-, II-, IlI- i [V-rzedowa.

e Elektroforetyczne metody rozdziatu biatek (elektroforeza natywna, elektroforeza w warunkach
denaturujacych, ogniskowanie izoelektryczne, immunoelektroforeza, rodzaje podiozy, metody

detekcji rozdzielonych biatek)

Zasada metody

Elektroforeza jest metoda rozdziatu w polu elektrycznym czasteczek obdarzonych tadunkiem.
Predkos¢ poruszania sie w polu elektrycznym zalezy od tadunku, masy i ksztattu czasteczki. Technika
elektroforezy w obecnosci SDS (sél sodowa siarczanu dodecylu) moze by¢ wykorzystana do okreslania
mas czasteczkowych biatek. Ujemnie natadowane czgsteczki SDS wigza sie z biatkiem w statym stosunku
wagowym i maskujg ich tadunek. SDS powoduje rozfatdowanie tanicucha polipeptydowego, kompleksy
SDS-biatko posiadajg zblizony ksztatt. Ruchliwos¢ komplekséw w zelu uzalezniona jest tylko od masy
czasteczkowej. Stosujac elektroforeze w obecnos$ci SDS, mozna wyznaczy¢ mase czasteczkowa
nieznanego biatka, poréwnujac jego ruchliwo$¢ z szybkoscig migracji biatek wzorcowych o znanych
masach czasteczkowych.

Jednym ze stosowanych podtozy, na ktérych prowadzi sie rozdziat biatek technika elektroforezy
sg zele poliakrylamidowe. Zel poliakrylamidowy jest bezbarwny, pozbawiony tadunkéw i
charakteryzuje sie duzg wytrzymato$cig mechaniczng. Zel poliakrylamidowy to tancuchy akrylamidu
(H2C=CH-CO-NH2) potaczone wigzaniami poprzecznymi za pomoca
N,N’-metyleno-bis-akrylamidu (H2C=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2). W ten sposob tworzy sie sie¢,
przez ktdéra poruszajg sie rozdzielane zwigzki. Wielko$¢ usieciowania zelu zalezy od stezen akrylamidu
i bisakrylamidu. Polimeryzacja zelu odbywa sie w obecno$ci nadsiarczanu amonu (APS) oraz N,N,N’,N’-

tetrametyloetylenodiaminy (TEMED).



Odczynniki do przygotowania zelu poliakrylamidowego (PAA)

1. 30% roztwér akrylamidu + 0,8% roztwdr bisakrylamidu

2. 5x stezony bufor TGS (Tris - Glicyna - SDS)

5. nadsiarczan amonu

6. TEMED

Uwaga! Prace z akrylamidem wykonywa¢ w rekawicach ochronnych. TEMED - inicjator
polimeryzacji, dodawac jako ostatni sktadnik, bezposrednio przed wylaniem mieszaniny miedzy

plytki!

Wykonanie
A. Przygotowanie 10% PAA

e Dwie umyte i odttuszczone szklane ptytki przedzieli¢ przektadka, spig¢ klamerkami i
ustawic¢ pionowo.

e 10% Zel PAA przygotowac w probéwce o objetosci 30 ml: odmierzy¢ 6,6 ml 30% PAA, 2 ml
5x stezonego buforu TGS, doda¢ 15 mg nadsiarczanu amonu, a nastepnie uzupeini¢ woda
destylowang do objetosci 20 ml;

e Przygotowanie korka stabilizujgcego zel: do probéwki o objetosci 2 ml odpipetowac 1,5 ml
sporzadzonego roztworu 10% PAA oraz 20 ul odczynnika TEMED, uzyskany roztwor wyla¢
pomiedzy przygotowane ptytki i pozostawi¢ do polimeryzacji;

e Do pozostatego roztworu PAA doda¢ 20 pl odczynnika TEMED, wymieszac i roztwor wlac
miedzy plytki na powstaty korek. Aby utworzy¢ studzienki, pomiedzy ptytki wtozy¢
grzebien i pozostawi¢ do polimeryzacji na okoto 30 minut;

e Plytki z Zelem PAA umie$ci¢ w aparacie do elektroforezy i zala¢ 1x buforem TGS;

B. Przygotowanie prob
W probdéwce o objetosci 1,5 ml zmiesza¢ 6 pl proby z 2 pl roztworu do nanoszenia biatek, a
nastepnie cato$¢ inkubowac¢ w temperaturze 90°C przez 5 minut.
C. Nakladanie prob na zel
Natozy¢ przygotowane préby do poszczegdlnych studzienek. Do jednej ze studzienek natozy¢
5 ul wzorca (wzorzec masy molekularnej biatek). Podtaczy¢ aparat do zasilacza.
Uwaga! Kabel czerwony nalezy podlaczy¢ do bieguna dodatniego (+), kabel czarny do bieguna
ujemnego (-). Elektroforeze  prowadzi¢ przez 60 minut przy napieciu 140V

w temperaturze 4°C. Po zakonczeniu elektroforezy zele wyjac¢ z aparatu i barwi¢ solami srebra.



D. Barwienie Zelu PAA srebrem
W metodzie barwienia solami srebra srebrowej wiekszo$¢ biatek ulega zabarwieniu na kolor czarny lub

brazowy. Lipoproteiny wybarwiajg sie na niebiesko, a glikoproteiny na bragzowo lub czerwono.

Odczynniki do barwienia zelu

1. Roztwér A (40 ml metanolu, 13,5 ml 37% formaldehydu, 46,5 ml H20)

2. Roztwor B - 0,02% Na25203 (0,02 g Na25203 w 100 ml H20)

3. Roztwor C - 0,1% AgNO3 (100 mg AgNOs w 100 ml H20)

4. Roztwér D (98 ml 3% Na2CO0s3 + 50 21 37% HCHO + 2 ml 0,02% Na2S203)
5. Roztwor E - 20% kwas cytrynowy ( 10 g kw. cytrynowego w 50 ml H20)

Uwaga! Roztwory A, B, C, D przygotowac bezposrednio przed uzyciem. Barwienie wykonywa¢ w

przeznaczonej do tego celu wanience.

Barwienie zelu

. Po elektroforezie Zel poliakrylamidowy utrwali¢ przez 10 min. w roztworu A.
. Ptuka¢ 2 x 5 min. w wodzie destylowane;j.

. Ptukac¢ zel w roztworze B przez 2 min.

. Ptukac¢ zel 2 x 20 sek. w wodzie destylowane;j.

. Barwic¢ zel w roztworze C przez 10 min.

. Ptukac¢ 3 x 15 sek. w wodzie destylowane;j.

. Ptuka¢ zel 20 sek. w 10 ml roztworu D.
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. Ptuka¢ zel w 90 ml roztworu D (wywotywacza barwy) i miesza¢ do momentu pojawienia sie
wyraznych prazkow biatkowych.

9. Ptukac zel 3 x 20 sek. w wodzie destylowane;j.

10. Ptukac zel 10 min. w roztworze E (zatrzymanie barwienia).

11. Przeptuka¢ zel wodga i zeskanowac¢ lub wysuszy¢.

Opracowanie wynikow
Narysowac schemat zelu z wzorcem mas czgsteczkowych i probami badanymi. Biatko badane i jego mase

nalezy zidentyfikowac na podstawie drogi rozdziatu wzorca masy molekularnej biatek.



