748 - ELEKTROFOREZA BIALEK
W ZELU POLIAKRYLAMIDOWYM
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Cwiczenie jest przykladem wykorzystania jednej z najpopularniejszych metod stosowanych w biologii mole-
kularnej do analizy jakosciowej i ilosciowej bialek. Elektroforeza bialek w zelu poliakrylamidowym (PAGE)
w warunkach denaturujacych, w obecnosci siarczanu dodecylu sodu (SDS) zostala po raz pierwszy zasto-
sowana przez Urlicha K. Laemmliego w latach 70 XX wieku jako metoda rozdzialu biatek bakteriofaga T4
do wykrycia nowych biatek i analizy ich wielkosci. Do tej pory praca ta zostala zacytowana ponad 330 tys.
razy, a metoda SDS-PAGE w wielu wariantach jest wykorzystywana do wstepnej oceny profilu bialek izolo-
wanych z réznych probek biologicznych, a takze w celu oczyszczenia biatek do pdzniejszej analizy metodami

spektroskopii masowej (MS).

Zagadnienia do przestudiowania

1. Definicja lepkosci, od czego zalezy wspoétczynnik
lepkosci 7 i jakimi jednostkami jest wyrazony? [I]

2. Pomiar wspolczynnika lepkosci i wzor Stockesa [2]
3. Opor elektryczny i pierwsze prawo Ohma.

4. Opisz réownaniem ruch czastki o tadunku elek-
trycznym q znajdujacej sie w polu elektrycznym
o natezeniu E.

5. Co to sa elektrolity? Przyklady elektrolitoéw nie-
organicznych i organicznych [3].

6. W jakich warunkach dochodzi do elektrolizy
zwiazkéw organicznych 7

7. Wzor strukturalny aminokwasu [4].

8. Roéwnanie elektrolizy grup aminowych i karboksy-
lowych aminokwaséw w §rodowisku wodnym.

9. Podaj przyktady polimeréw stosowanych jako no-
$niki w elektroforezie zwiazkéw organicznych.

10. Co to jest ruchliwosé elektroforetyczna (Rf) i od

czego zalezy?

Zadania obliczeniowe

Na podstawie wyznaczenia ruchliwosci elektrofore-
tycznej (Rf) oblicz masy czasteczkowe (kDa) poszcze-
gélnych biatek z prébek poddanych elektroforezie w
réznych warunkach elektroforezy: zel 10%, 2% i 15%.
Do obliczen postuz sie krzywa standardowa dla stan-
dardu biatkowego Precision Plus Protein Dual Color
Standards (BioRad)oraz programem Image Lab (Bio-
Rad) oraz programem Origin (Rys. 1).
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Rysunek 1: Przykladowa krzywa standardowa dla ru-
chliwosci elektroforetycznej standardu w 10% zelu po-
liakrylamidowym (wg. Irena Rodzon, Biofizyka III rok
- sprawozdanie z 2015)

Aparatura i materialy

W stad zestawu do elektroforezy wertykalnej wcho-
dza:

e Komora do przeprowadzania rozdzialu elektrofo-
retycznego wraz z kablami zasilajacymi,

e Grzebienie, ktore stuzg do utworzenia dotkow w
zelu poliakrylamidowym,

e Plytki podstawowe z przerwa lmm,
e Plytki nakrywkowe,

e Przegrody ulatwiajace wprowadzanie biatek do
studzienek,

e Stojak i ,kienka” do przygotowywania zeli.
Odczynniki:
e Woda demineralizowana i destylowana

e 96% Alkohol etylowy skazony (Linegal Chemicals,
nr kat. LL-00012)
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Rysunek 2: Zestaw do elektroforezy wertykalnej (Bio-Rad, Mini-PROTEAN® Tetra Cell Systems).

e 40% Akrylamid (Bio-Rad, nr kat. 1610140) 5. Przygotowanie, denaturacja probek i naktadanie
ich na zel.

e 2% Bisakrylamid (Bio-Rad, nr kat. 1610142)

o 10% SDS (Bio-Rad, nr kat. 1610416) 6. Wykonanie elektroforezy

e TEMED (Bio-Rad, nr kat. 1610800) 7. Utrwalanie zelu

e 10% Nadsiarczan amonu (APS) (Bio-Rad, nr kat.

161-0700) 8. Barwienie zelu

e 1,5 M Bufor Tris-HCI, pH 8,8 (Bio-Rad, nr kat. 9. Analiza rozdziatu bialek przy pomocy programu
1610798) Image lab.

e 0,5 M Bufor Tris-sHCI, pH 6,8 (Bio-Rad, nr kat.

1610799) Opracowanie wynikéw
e Laemmli bufor obciazajacy do prébek (Bio-Rad,
nr kat. 161-0737) 1. Poréwnaj masy czasteczkowe wyliczone za pomoca
krzywej standardowej opracowanej na podstawie
e [-merkaptoetanol (Bio-Rad, nr kat. 161-0710) dopasowania regresji linowej dla standardéw biat-

kowych w programie Origin i Image Lab.
e Bufor do elektroforezy - 10x Tris/Glycine/SDS

(Bio-Rad, nr kat. 161-0732) 2. Dokonaj analizy densytometrycznej dla poszcze-

gélnych probek w zapisem mas czasteczkowych

e Standard masowy bialtek (tzw. drabinka) - Preci- .
biatek (kDa) (Rys. 3)

sion Plus Protein”™ Dual Color Standards (Bio-

Rad, nr kat.1610374).
3. Dokonaj analizy niepewnosci pomiarowych dla

Pipety automatyczne, koncowki do pipet, probowki réznych stezen zelu poliakrylamidowego i tych sa-
typu eppendorf poj. 1,5 mL, probéwki typu Falkon poj. mych probek bialek.
15 mL i 50 mL
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Program éwiczenia
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2. Przygotowanie aparatury do elektroforezy SDS-
PAGE

Rysunek 3: Przykladowa analiza densytometryczne

3. Wylewania zelu dolnego (rozdzielajacego) probki izolacji biatek z mikropecherzykéw osocza w

L ) 10% zelu pliakrlamidowym.
4. Wylewanie zelu gornego (zageszczajacego)
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Zasady BHP

1. No$ odziez ochronng; fartuch, rekawiczki ochronne
i okulary ochronne, przy wykonywaniu wszystkich
czynnosci laboratoryjnych.

2. Nie dotykaj aparatu do elektroforezy w trakcie
przeprowadzania rozdziatu i podlaczenia do zasi-
lacza.
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