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�wiczenie jest przykªadem wykorzystania jednej z najpopularniejszych metod stosowanych w biologii mole-
kularnej do analizy jako±ciowej i ilo±ciowej biaªek. Elektroforeza biaªek w »elu poliakrylamidowym (PAGE)
w warunkach denaturuj¡cych, w obecno±ci siarczanu dodecylu sodu (SDS) zostaªa po raz pierwszy zasto-
sowana przez Urlicha K. Laemmliego w latach 70 XX wieku jako metoda rozdziaªu biaªek bakteriofaga T4
do wykrycia nowych biaªek i analizy ich wielko±ci. Do tej pory praca ta zostaªa zacytowana ponad 330 tys.
razy, a metoda SDS-PAGE w wielu wariantach jest wykorzystywana do wst¦pnej oceny pro�lu biaªek izolo-
wanych z ró»nych próbek biologicznych, a tak»e w celu oczyszczenia biaªek do pó¹niejszej analizy metodami
spektroskopii masowej (MS).

Zagadnienia do przestudiowania

1. De�nicja lepko±ci, od czego zale»y wspóªczynnik
lepko±ci η i jakimi jednostkami jest wyra»ony? [1]

2. Pomiar wspóªczynnika lepko±ci i wzór Stockesa [2]

3. Opór elektryczny i pierwsze prawo Ohma.

4. Opisz równaniem ruch cz¡stki o ªadunku elek-
trycznym q znajduj¡cej si¦ w polu elektrycznym
o nat¦»eniu E.

5. Co to s¡ elektrolity? Przykªady elektrolitów nie-
organicznych i organicznych [3].

6. W jakich warunkach dochodzi do elektrolizy
zwi¡zków organicznych ?

7. Wzór strukturalny aminokwasu [4].

8. Równanie elektrolizy grup aminowych i karboksy-
lowych aminokwasów w ±rodowisku wodnym.

9. Podaj przykªady polimerów stosowanych jako no-
±niki w elektroforezie zwi¡zków organicznych.

10. Co to jest ruchliwo±¢ elektroforetyczna (Rf) i od
czego zale»y?

Zadania obliczeniowe

Na podstawie wyznaczenia ruchliwo±ci elektrofore-
tycznej (Rf) oblicz masy cz¡steczkowe (kDa) poszcze-
gólnych biaªek z próbek poddanych elektroforezie w
ró»nych warunkach elektroforezy: »el 10%, 2% i 15%.
Do oblicze« posªu» si¦ krzyw¡ standardow¡ dla stan-
dardu biaªkowego Precision Plus Protein Dual Color
Standards (BioRad)oraz programem Image Lab (Bio-
Rad) oraz programem Origin (Rys. 1).

Rysunek 1: Przykªadowa krzywa standardowa dla ru-
chliwo±ci elektroforetycznej standardu w 10% »elu po-
liakrylamidowym (wg. Irena Rodzo«, Bio�zyka III rok
- sprawozdanie z 2015)

Aparatura i materiaªy

W sªad zestawu do elektroforezy wertykalnej wcho-
dz¡:

• Komora do przeprowadzania rozdziaªu elektrofo-
retycznego wraz z kablami zasilaj¡cymi,

• Grzebienie, które sªu»¡ do utworzenia doªków w
»elu poliakrylamidowym,

• Pªytki podstawowe z przerw¡ 1mm,

• Pªytki nakrywkowe,

• Przegrody uªatwiaj¡ce wprowadzanie biaªek do
studzienek,

• Stojak i �okienka� do przygotowywania »eli.

Odczynniki:

• Woda demineralizowana i destylowana

• 96% Alkohol etylowy ska»ony (Linegal Chemicals,
nr kat. LL-00012)
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Rysunek 2: Zestaw do elektroforezy wertykalnej (Bio-Rad, Mini-PROTEANr Tetra Cell Systems).

• 40% Akrylamid (Bio-Rad, nr kat. 1610140)

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

• 10% SDS (Bio-Rad, nr kat. 1610416)

• TEMED (Bio-Rad, nr kat. 1610800)

• 10% Nadsiarczan amonu (APS) (Bio-Rad, nr kat.
161-0700)

• 1,5 M Bufor Tris-HCl, pH 8,8 (Bio-Rad, nr kat.
1610798)

• 0,5 M Bufor Tris-HCl, pH 6,8 (Bio-Rad, nr kat.
1610799)

• Laemmli bufor obci¡»aj¡cy do próbek (Bio-Rad,
nr kat. 161-0737)

• β-merkaptoetanol (Bio-Rad, nr kat. 161-0710)

• Bufor do elektroforezy - 10x Tris/Glycine/SDS
(Bio-Rad, nr kat. 161-0732)

• Standard masowy biaªek (tzw. drabinka) - Preci-
sion Plus ProteinTM Dual Color Standards (Bio-
Rad, nr kat.1610374).

Pipety automatyczne, ko«cówki do pipet, probówki
typu eppendorf poj. 1,5 mL, probówki typu Falkon poj.
15 mL i 50 mL

Program ¢wiczenia

1. Przygotowanie odczynników do elektroforezy
SDS-PAGE.

2. Przygotowanie aparatury do elektroforezy SDS-
PAGE

3. Wylewania »elu dolnego (rozdzielaj¡cego)

4. Wylewanie »elu górnego (zag¦szczaj¡cego)

5. Przygotowanie, denaturacja próbek i nakªadanie
ich na »el.

6. Wykonanie elektroforezy

7. Utrwalanie »elu

8. Barwienie »elu

9. Analiza rozdziaªu biaªek przy pomocy programu
Image lab.

Opracowanie wyników

1. Porównaj masy cz¡steczkowe wyliczone za pomoc¡
krzywej standardowej opracowanej na podstawie
dopasowania regresji linowej dla standardów biaª-
kowych w programie Origin i Image Lab.

2. Dokonaj analizy densytometrycznej dla poszcze-
gólnych próbek w zapisem mas cz¡steczkowych
biaªek (kDa) (Rys. 3)

3. Dokonaj analizy niepewno±ci pomiarowych dla
ró»nych st¦»e« »elu poliakrylamidowego i tych sa-
mych próbek biaªek.

Rysunek 3: Przykªadowa analiza densytometryczne
próbki izolacji biaªek z mikrop¦cherzyków osocza w
10% »elu pliakrlamidowym.
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Zasady BHP

1. No± odzie» ochronn¡: fartuch, r¦kawiczki ochronne
i okulary ochronne, przy wykonywaniu wszystkich
czynno±ci laboratoryjnych.

2. Nie dotykaj aparatu do elektroforezy w trakcie
przeprowadzania rozdziaªu i podª¡czenia do zasi-
lacza.
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