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ELEKTROFOREZA BIALEK
W ZELU POLIAKRYLAMIDOWYM
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1. Wprowadzenie teoretyczne

1.1. Co to jest elektroforeza

Terminem elektroforeza okresla si¢ zjawisko migracji czastek lub czasteczek w polu
elektrycznym w zalezno$ci od posiadanego tadunku. Elektroforeza jako technika rozdzielania
substancji zostala zainicjowana przez Arne Tiseliusa w 1937 roku. Po umieszczeniu w rurce
migdzy roztworem buforow mieszaniny biatek surowicy i po przylozeniu pola elektrycznego
zaobserwowal, ze sktadniki probki migruja w kierunku i z szybkoscig jaka zalezata od ich tfadunku
oraz wlasciwosci jakie nazwatl ruchliwoscig. Za te¢ prace A. Tiselius dostal nagrode Nobla w 1948
roku z Chemii "for his research on electrophoresis and adsorption analysis, especially for his
discoveries concerning the complex nature of the serum proteins".

Na czastke o tadunku elektrycznym q znajdujaca si¢ w polu elektrycznym o natezeniu E dziata
sita Fz =qE | Sifa ta powoduje ruch czgstki (zgodnie z I1 ZDN — jednostajnie przyspieszony).
Jednak ruchowi temu przeciwdziata sita lepkosci srodowiska (oporu), ktora dla czastki kulistej
moze by¢ opisana wzorem Stokesa: fep = 67TV W zwiazku z tym, po chwili czastka zaczyna

gE
vV=—"
porusza¢ si¢ ruchem jednostajnym z predkoscia emri . W praktyce laboratoryjnej stosuje si¢
t_':l
jednak zazwyczaj wielko$¢ zwana ruchliwoscig elektroforetyczna U, tj. ~ E  6mry

Latwo zauwazy¢, iz ruch czasteczki zalezy od parametrow Srodowiska oraz parametrow
czasteczki. Do parametrow S$rodowiska zaliczamy: roznice potencjatdw, nat¢zenie pradu, pH
srodowiska, temperature oraz przewodnictwo 1 lepkos¢ roztworu. Najczesciej podczas elektroforezy
staramy si¢ zachowac je wszystkie state. Wowczas ruch czasteczki zalezy tylko od jej fadunku oraz
jej rozmiaru i geometrii, a takze masy (w przypadku elektroforezy zelowej).
Elektroforeze mozemy podzieli¢ ze wzgledu na:
- rodzaj no$nika (np. bibutowa, zelowa, gradientowa, kapilarna)
- rodzaj stosowanego pradu (np. pulsacyjna, statonapieciowa)
- ze wzgledu na rozdzielny material (zwigzki drobnoczasteczkowe: aminy, amidy, barwniki,
makromolekuty: biatka, RNA, DNA). Doktadny opis i przyktady zastosowan znajdujg si¢ w
materialach uzupetiajacych [1].

W  naszym do$wiadczeniu bedziemy wykonywa¢ elektroforez¢ bialek w  zZelu
poliakrylamidowym przy stalym napigciu.

1.2. Parametry elektryczne

Zjawisko elektroforezy zachodzi dzigki obecnosci pola elektrycznego. Sita, z jaka pole to
oddziatuje na tadunek elektryczny jonu jest proporcjonalna do natezenia tego pola (E [V/m]), a ta
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wielko$¢ jest z kolei proporcjonalna do napigcia U [V] przylozonego do elektrod. W zakresie
niskich sit jonowych istnieje prosta relacja wynikajagca z prawa Ohma regulujaca zalezno$¢
pomiedzy przylozonym napigciem U, a ptynagcym w wyniku tego pradem | [A] oraz oporem
elektrycznym (rezystancjg) R [Q] elektrolitu: V = I'R.

Podczas przeptywu pradu elektrycznego, w wyniku wykonywania pracy przeniesienia tadunku
elektrycznego przez pole, na opornosciach obwodu tracona jest moc P [W]. Pracy tej towarzyszy
wydzielanie si¢ ciepta, zwanego cieplem Joule'a. Ilo§¢ wydzielonego ciepta Q [J] mozna obliczy¢
korzystajac z rownania: Q = U-l-t. Oczywiscie cieplo to jest wydzielane na wszystkich oporach
obwodu, ale najwigkszy udzial w tym zjawisku posiada elektrolit. Zasilacze stosowane do
elektroforezy zwykle moga utrzymywac stalg warto$¢ jednego z parametréw: pradu |, napiecia U
lub mocy P. Dla pozostatych parametrow ustala si¢ tylko gorny limit wartosci.

W ciggu trwania elektroforezy opornos¢ elektrolitu ulega zmianom - zwykle obniza si¢ ze
wzrostem temperatury wynikajagcym z ciepta Joule'a. W zaleznos$ci od sktadu elektrolitu oraz
wyboru stabilizowanego parametru obserwuje si¢ wzrost lub spadek ilosci wydzielanego ciepta. I
tak przy statym pradzie wzrasta opornos$¢ uktadu i wraz z tym wzrasta ilo$¢ wydzielanego ciepta.
Uktad wymaga aktywnego odprowadzania ciepta. Z drugiej strony, gdy stabilizowane jest napiecie,
ze wzrostem oporu nastgpuje ograniczenie pradu, a w $lad za tym spadek ilosci oddawanego ciepta.
Uktad nie wymaga termostatowania, ale znacznie wydtuza si¢ czas trwania elektroforezy.

1.3. Podstawowe informacje na temat biatek

Bialka sa podstawowym sktadnikiem organizméw zywych i petnig role budulcowg oraz
funkcjonalng. Sa one zbudowane z aminokwasow potaczonych ze soba wigzaniami peptydowymi.
Pojedynczy aminokwas jest zbudowany z grupy karboksylowej, aminowej, atomow wodoru oraz
charakterystycznej dla danego aminokwasu grupy R, zwanej tancuchem bocznym. Wszystkie
powyzsze wiazg si¢ kowalencyjnie z pierwszym atomem wegla, okreslanym jako wegiel (alfa). Ze
wzgledu na obecnos¢ grupy aminowej i karboksylowej w roztworze o pH obojetnym aminokwasy
wystepuja zazwyczaj w formie zjonizowanej, jako jony obojnacze - amfolity (grupa aminowa NHs"
oraz karboksylowa COOQ’). Stan ten mozna regulowaé poprzez zmiang pH — nastepuje wtedy
zmiana jonizacji czasteczki.

N H 3 ‘_.N H 3 ) ka rLjrr!‘”i?d A N H 3
1 1 : 1
H-C-COOH == H-C{COO|=——= H-C-CO0D
1 j 4!77 . ' j 1
R H' R H' R
forma przewazajgca forma przewazajgca forma przewazajgca
w pH1 wpH7 w pH 11

Rysunek 1: Budowa i stopien jonizacji aminokwasu w zaleznosci od pH roztworu.
Zrédlo: http://www.e-biotechnologia.pl/Artykuly/budowa-bialek

Znanych jest 22 aminokwasow, ktorych tancuchy boczne rdznig sie¢ budows, tadunkiem
elektrycznym, zdolnoscig do tworzenia wigzan wodorowych oraz reaktywno$cig chemiczng. Kazde
biatko, ze wzgledu na liczbe i rodzaj aminokwasoéw, z ktorych jest zbudowane, posiada okreslong
mase, tadunek oraz ksztatt, tzw. strukturg 2-go i 3-cio rzedowa.

1.4. Rodzaje no$nikow elektroforetycznych

Rozdziaty elektroforetyczne moga by¢ prowadzone bezposrednio w objetosci elektrolitu, lub w
nosniku elektroforetycznym wypelionym odpowiednim elektrolitem. W tym drugim przypadku
nos$nik elektroforetyczny (bibuta filtracyjna, octan celulozy, agaroza, skrobia, krzemionka,
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poliakrylamid 1 inne) nie tylko stabilizuje elektrolit (m.in. poprzez tlumienie pradoéw
konwekcyjnych), ale czesto przyczynia si¢ do lepszej separacji makroczgsteczek; efekt sita
molekularnego - czasteczki, ktorych rozmiary sag mate w poréwnaniu z porami zelu fatwo w nim
wedruja, natomiast czasteczki znacznie wigksze od poréw sa prawie nieruchome. W tym celu
stosuje si¢ porowate nosniki takie jak: agaroza i poliakrylamid (PAGE). Nos$niki te sa chemicznie
obojetnie 1 tatwo si¢ je otrzymuje poprzez polimeryzacj¢ (poliakrylamid) lub Zelifikacje).

Do przeprowadzenia rozdziatu elektroforetycznego biatek ze wzgledu na mas¢ czasteczkows (a
nie tadunek), stosuje si¢ elektroforez¢ w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujagcych. W
tym celu mieszaning bialek rozpuszcza si¢ w roztworze dodecylosiarczanu sodu (SDS). Aniony
tego detergentu wigzg si¢ w statych proporcjach z fancuchami gtéwnymi biatka nadajac powstatemu
kompleksowi duzy ujemny tadunek wypadkowy — proporcjonalny do masy biatka i zazwyczaj
znacznie wigkszy niz fadunek natywnego biatka, ktory staje si¢ tym samym nieistotny.

1.5. Przykladowe obrazy zeli PAGE

A
250kDa
250 kDa M
150 g
75
37
75 25
20
15
50
37 10
c -

Rysunek 2. Przyklad elektroforezy bialek osocza w zelu poliakrylamidowym (PAGE-SDS). Zele barwione
metoda srebrowg

A. zel 8%; B. zel 15%; C. zel 8%; D. zel 10%

A, B. Sciezki 1,10 — standard biatek (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad) -2p1

A B. Sciezki 2-8 przedstawiaja rozdziat elektroforetyczny biatek ludzkiego osocza rozcienczonego w PBS-ie w
stosunku 1:10, 1:20, 1:40, 1:50, 1:80, 1:100 i 1:120 (natozone w nastepujacej kolejnosci rozpoczynajac od 2
studzienki), natomiast $ciezka 9 przedstawia rozdzial mieszaniny Albumina-Inhibitor trypsyny-PBS (stosunek 1:1:2).
C,D. Sciezki 1,8- standard biatek (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad) -2pl

C,D. Sciezki 2-5 przedstawiaja rozdziat elektroforetyczny biatek ludzkiego osocza rozcienczonego w PBS-ie w
stosunku 1:10, 1:80, 1:100 i 1:150 (natozone w nastgpujacej kolejnosci rozpoczynajac od 2 studzienki).
A,B,C,D. Probki naktadano w objetosci 20ul na dotek (10pl rozcienczonego osocza+10ul buforu do probek)
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2. Uklad doswiadczalny

2.1. Opis aparatury do elektroforezy

Rysunek 3. Zestaw do elektroforezy wertykalnej (Bio-Rad, Mini-PROTEAN® Tetra Cell Systems).

1. Komora do przeprowadzania rozdziatu elektroforetycznego wraz z kablami zasilajgcymi, 2. Grzebienie, ktére stuzg do
utworzenia dotkéw w zelu poliakrylamidowym, 3. Ptytki podstawowe z przerwg 1mm, 4. Ptytki nakrywkowe, 5. Przegrody
utatwiajgce wprowadzanie biatek do studzienek, 6. Stojak i ,,okienka” do przygotowywania zeli.

Przed wykonaniem zeli, szkielka nalezy doktadnie umy¢ w wodzie z detergentem 1 odttusci¢
alkoholem (70% etanol). W okienkach (6) umieszcza si¢ zalozone na siebie ptytke podstawowaq i
nakrywkowa (plytka podstawowa znajduje si¢ od strony stojaka, natomiast przed nig znajduje si¢
ptytka nakrywkowa). W celu eliminacji ryzyka wyptyniecia zelu, okienka montuje si¢ na stole, tak
aby dolne krawedzie ptytek réwno stykaty sie¢ z powierzchnig stolu. Dociska si¢ je poprzez
,otwarcie okienka” jak na rysunku ponizej. Cato§¢ montuje si¢ na stojaku na gumowych
paseczkach, zapobiegajacym wyptywaniu zelu. W tak ustawionym uktadnie mozna rozpoczaé
przygotowanie zeli. Przed przystapieniem do montowania aparatu i przygotowania zeli zalecane jest
obejrzenie filmu edukacyjnego [2].

T

Rysunek 4. Elementy stojaka do wylewania zeli na ptytkach do elektroforezy.
Po lewej stronie przedstawiono ,okienko” do umieszczania ptytek. Po prawej stronie znajduje sie dwustanowiskowy stojak
do przygotowywania zeli.
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W komorze do rozdzialu elektroforetycznego warto wyr6ézni¢ dwie kasetki do montowania zeli
(Rysunek 5). Ptytki z zelem umieszcza si¢ w szczelinie pomiedzy bialym wnetrzem a zielonymi,
ruchomymi elementami.

Rysunek 5. Kasetka z komory do umieszczania zeli.
Po lewej stronie znajduje si¢ przyktad kasetki zamknigtej, po prawej otwartej.

Calos¢ zestawu zasilana jest przy pomocy zasilacza, ktorego obstuga jest bardzo intuicyjna.

Rysunek 4. Zasilacz do zestawu do elektroforezy.

2.2. Odczynniki zuzywalne

Woda destylowana

Woda demineralizowana

96% Alkohol etylowy skazony (Linegal Chemicals, nr kat. LL-00012)

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)

9. 1,5 M Bufor Tris-HCI, pH 8,8 (Bio-Rad, nr kat. 1610798)

10. 0,5 M Bufor Tris-HCI, pH 6,8 (Bio-Rad, nr kat. 1610799)

11.  Laemmli bufor obciazajacy do probek (Bio-Rad, nr kat. 161-0737)
Bufor obcigzajacy do probek zawiera 65.8 mM Tris-HCI (pH 6.8), 2.1% SDS, 26.3% (w/v)
glicerol, 0.01% biekit bromofenolowy

12.  B-merkaptoetanol (Bio-Rad, nr kat. 161-0710)

NG~ WNE
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13. Bufor do elektroforezy - 10x Tris/Glycine/SDS (Bio-Rad, nr kat. 161-0732)
Bufor do elektroforezy po 10-krotnym rozcienczeniu w wodzie demineralizowanej zawiera 25
mM Tris, 192 mM glicyng i 0,1% SDS. pH buforu wynosi 8.3

14.  Standard masowy bialek (tzw. drabinka) - Precision Plus Protein™ Dual Color Standards
(Bio-Rad, nr kat.1610374)

15.  Lodowaty kwas octowy

2.3. Materialy zuzywalne

=

Koncéwki do pipet automatycznych o objetosci 10ul, 200ul, 1000ul, Sml
Probdwki typu Falcon o objgtosci S0ml
Eppendorfy o objetosci 1,5ml

wn

2.4. Sprzet laboratoryjny

Pipety automatyczne na 10ul, 200ul, 1000ul, Sml
Worteks

Wytrzasarka

Waga elektroniczna

APwnh e

UWAGA!

Poliakrylamid w_postaci cieklej jest substancjg neurotoksyczna dlatego nalezy zachowad
odpowiednie warunki bezpieczenstwa. Przed przygotowaniem roztwordw nalezy ubraé fartuch
laboratoryjny, rekawiczki gumowe oraz okulary laboratoryjne a cala procedura powinna by¢
wykonana pod dygestorium

3. Wykonanie elektroforezy:

3.1. Przygotowanie odczynnikow do elektroforezy

=

Obejrzyj firm edukacyjny [2] https://www.youtube.com/watch?v=EDi_n_ONiF4

2. Na wadze analitycznej odwaz 0,1 g APS, a nastgpnie rozpus¢ go w 1ml wody
demineralizowanej.

3. W celu uzyskania 30ml 30% roztworu akrylamidu mix, pod dygestorium wymieszaj 22,5ml

40% akrylamidu i 7,5ml 2% bisakrylamidu.

?rl'.ab.l. Sktad zelu rozdzielajacego 8% 1 15% o objetosci 10ml (iloS¢ wystarczajaca na dwa zele)
Odczynnik Zel 8% Zel 15%
Woda demineralizowana 4,6ml 2,3ml
30% roztwor akrylamidu 2,7ml 5,0ml
mix
1,5M Tris-HCI, pH 8.8 2,5ml 2,5ml
10% SDS 0,1ml 0,1ml
10% APS 0,1ml 0,1ml
TEMED 0,006ml 0,004ml
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Tab.2. Sktad zelu zaggszczajacego 5% o objetosci 8ml (ilos¢ wystarczajaca na cztery zele)

Odczynnik Zel 5%
Woda demineralizowana 5,5ml

30% roztwor akrylamidu | 1,3ml

mix

0,5M Tris-HCI, pH 6.8 1,0ml
10% SDS 0,08ml
10% APS 0,08ml
TEMED 0,008ml

3.2. Przygotowanie Zelu dolnego

-

. Wymyj plytki w wodzie z detergentem a nastepnie w alkoholu.

2. Zaléz na siebie plytke podstawowa i nakrywkowsa, i umies¢ je w okienku, ktore nalezy
zamontowacé w stojaku

3. Przygotuj zel rozdzielajacy o pozadanym stezeniu (stopniu polimeryzacji — tabelka 1) i
wprowadz migdzy ptytki Sml przygotowanego roztworu.

4. Na wierzch zelu wprowadz wod¢ demineralizowana, w celu usuni¢cia babli powietrza.

Polimeryzacja trwa okoto 15-20 minut w temperaturze pokojowe;.

3.3. Przygotowanie Zelu gornego

1. Zlej wode demineralizowang znad Zelu dolnego, lekko osusz gorng krawedz zelu (np. bibutka)
2. Wprowadz wczesniej przygotowany zel zageszczajacy 1 wtoz grzebien miedzy ptytki, w celu
utworzenia studzienek. Prawidtowo wykonany zel powinien wygladac¢ jak na rysunku 7.

UWAGAI!!I
Zel g6y szybko polimeryzuje!

za P

Zayeszczajacy

Zel
sepamdjacy

Rysunek 5. Schemat zelu do elektroforezy (1)

3.4. Przygotowanie buforu do probek

W celu uzyskania buforu do probek przygotuj w eppendorfie roztwor sktadajacy sie z 950ul buforu
Laemlii i 50p1 B-merkaptoetanolu.
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3.5. Przygotowanie prébek

Przed przystgpieniem do przygotowania probek obejrzyj film edukacyjny [3]
https://www.youtube.com/watch?v=XUjL O-ek2C8

1. Przygotuj probki biatek wykonujgc odpowiednie nawazki w/g instrukcji prowadzacego

2. Zdenaturuj probki biatka w wodzie o temperaturze 100°C (2x10minut).

3. Gdy stezenie bialka jest za wysokie rozciencz probki w przefitrowanym PBSie bez jonow
wapnia i magnezu.

4. Rozciencz przygotowane probki biatek buforem do probek w stosunku probka:bufor = 1:1.

3.6. Montowanie zestawu do elektroforezy

Zamontuj ptytki szklane w kasetkach (holderach)

Przenie$ zmontowane ptytki do komory elektroforetyczne;.

3. WIlej bufor do elektroforezy do wysokosci uzaleznionej od ilosci wykorzystywanych kaset (1-
dolna kreska, 2-gorna kreska). Pomigdzy ptytkami nalej bufor do samego konca.

4. Delikatnie usun grzebienie.

Natéz po 20ul badanych probek (do studzienek 2-9) na studzienke oraz 1-2ul markeru (do

studzienki 1 i 10).

N

o

1 2 3 4 5 6 7 8 9

(UL UUUULL

Rysunek 6. Schemat numerowania studzienek w Zelu.

6. Zamknij pokrywe 1 wiacz elektroforezg.

Uwaga!!!
W przypadku pomiaru 1 lub 3 zeli po przeciwnej stronie zelu wlozyé zaslepke. Pomiar przy
pomocy jednej kasetki (1 lub 2 zele) nalezy przeprowadzaé w czesci podlaczanej bezposrednio do
elektrod.

3.7. Wykonanie rozdzialu elektroforetycznego bialek

1. Wiacz zasilacz (0 jego dziataniu informujg pojawiajace si¢ w roztworze pecherzyki).
2. Prowadz rozdziat elektroforetyczny przy stalym napigciu U=100 V przez okoto p6t godziny (do
czasu osiggni¢cia przez probki zelu rozdzielajacego).
3. Po osiagnieciu przez probki zelu rozdzielajacego, zmien warto$¢ napigcia na 160V
4. Zatrzymaj elektroforeze, gdy front markera dojdzie do ok.0.5cm do konca ptytki.
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5. Wylacz zasilanie.

6. Wyciagnij z kasetek ptytki z zelami.

7. Delikatnie zsun plytke nakrywkowa od podstawowg i przenie$ caty zel do szalki zawierajacej
utrwalacz.

8. Bufor do elektroforezy zlej do butelki szklanej, bufor mozna uzy¢ 2 razy.

4. Barwienie zel poliakrylamidowych azotanem srebra

Przed przystapieniem barwienia obejrzyj film edukacyjny [4]
https://www.youtube.com/watch?v=b-1dXzU4iOw

N
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4.1.  Materialy zuzywalne

Koncéwki do pipet automatycznych o objetosci Sml, 1000ul,
Pipety serologiczne o objetosci 25ml

4.2.  Odczynniki zuzywalne

Woda demineralizowana

96% etanol (Linegal Chemicals, nr kat. LL-00012)

99,5-99,9% kwas octowy (POCH, nr kat.568760114)

20% roztwor azotanu srebra 3 ml (POCH, nr kat. 814322777). Koncentrat wykonaj z wody
demineralizowanej i przechowuj w ciemnej szczelnie zamknigtej butelce w temp. pokojowe;.
Weglan sodu bezwodny (CZDA, odcz.FP, nr kat.810560119)

36-38% Formaldehyd (POCH, nr kat.432173111)

4.3.  Sprzet laboratoryjny

Wytrzasarka z ustawianym rpm lub platforma bujana
Dygestorium

Waga elektroniczna

Pipety automatyczne

4.4. Naczynia laboratoryjne

Szalki szklane
Butelki szklane
Zlewki szklane

4.5. Wykonanie barwienia

Pod dygestorium przygotuj utrwalacz mieszajac: 30 ml etanolu, 60 ml wody demineralizowanej
i 10 ml lodowatego kwasu octowego

Po elektroforezie zel umies¢ w utrwalaczu (5 objetosci zelu) na 4-12 godzin w temperaturze
pokojowej pod dygestorium lub na dtuzej w lodéwce.

Przy uzyciu pipetora zlej utrwalacz do butelki 1 30% etanol (5 objetosci zelu). Inkubuj zel przez
30 minut w temperaturze pokojowej przez caly czas wytrzasajac na wytrzgsarce (10 rpm, im
mniej tym lepiej) lub platformie bujanej.

Powtorz krok 2.

Przy uzyciu pipetora zlej etanol do butelki i dodaj wod¢ demineralizowang (10 objetosci zelu).
Inkubuj Zel przez 10 minut w temperaturze pokojowej na wytrzasarce (10 rpm) lub platformie
bujanej

Powtorz krok 5 4-krotnie

Przy uzyciu pipetora usun wode demineralizowang 1 dodaj 0,1% roztwor azotanu srebra (5
objetosci zelu). Wykonaj $swiezy z 20% roztworu AgNOs. Inkubuj zel w temperaturze
pokojowej przez 30 minut stale wytrzasajac na wytrzasarce (10 rpm) lub platformie bujanej
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8. Przy uzyciu pipetora usun roztwdr azotanu srebra, a nastepnie przeptukaj obie strony zelu woda
demineralizowang przez 20 sekund

9. Pod dygestorium rozpus$é¢ 2,5g weglanu sodu (Na,CO3) w 100ml wody demineralizowanej (
2,5% roztwor weglanu sodu), a nastepnie bezposrednio przed dodaniem roztworu do Zelu,
dodaj do tego roztworu 250ul 8% formaldehydu (0.02% roztwor formaldehydu).

10. Przy uzyciu pipetora dodaj $wiezo przygotowany roztwor 2,5% weglanu sodu i1 0,02%
formaldehydu (5 objetosci zelu). Inkubuj zel w temperaturze pokojowej stale wytrzasajac na
wytrzasarce. Obserwuj zel, gdyz prazki pojawig si¢ w ciggu kilku minut.

11. Gdy pojawia si¢ dobrze widoczne prazki, usun wyzej wymieniony roztwor i dodaj 1% kwasu
octowego (5 objetosci zelu) na kilka minut.

12. Usun roztwor kwasu octowego i przeptukaj zel kilkukrotnie w wodzie demineralizowanej (10
minut) na wytrzasarce.

4.6. Problemy-rozwiazywanie przy barwieniu azotanem srebra

Problem Mozliwa przyczyna Proponowane rozwiazanie
Szare tlo 1.Zbyt dtugi czas wybarwiania |1. Skrocenie czasu wybarwiania
2.Niedoktadne ptukanie: 2.
a. mata objetos¢ r-row a. Zwigksz objetos¢ r-row
ptuczacych (pkt. 3.5.3-6) ptuczacych
b. szybkie obroty wytrzasarki b. zmniejszenie szybkos¢
(pkt. 3.5.3-6) wytrzasania
3.Zanieczyszczona woda 3. Uzywaj tylko wody
demineralizowanej
Zobtte tho 1. Ekspozycja na $wiatto 1. Zakryj szalke z zelem folig
podczas inkubacji z r-rem aluminiowg lub grubym
AgNO3 papierem. Chron przed
Swiattem.
Pozostatosci biatek | 1. Gdy biatko pozostaje w 1.
w studzienkach pojedynczych studzienkach: a. Sprawdz czy dodates SDS do
a. Nie skuteczna denaturacja probek i 2-merkaptaetanol,
biatek sprawdz warunki denaturacji
2. Gdy bialko pozostaje we (10 min 99°C)
wszystkich studzienkach, a 2.
badamy r6zne biatka: a. Sprawdz czy w komorze do
a. Elektroforeza nie zaszta elektroforezy znajduje si¢
3. Gdy bialko pozostaje we bufor lub sprawdz sktad
wszystkich studzienkach, a buforu do elektroforezy
badamy jedno biatko: 3.
a. Nie skuteczna denaturacja a. Sprawdz czy dodates SDS i
bialek 2-merkaptoetanol, sprawdz
warunki denaturacji (10 min
99°C)
Niewidoczny front 1. Zbyt dlugo prowadzona 1. Zatrzymac elektroforezg, gdy
elektroforezy elektroforeza front markera bedzie znajdowat
si¢ 1-1,5cm od konca zelu
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Stabo wybarwiony
srodek zelu

1. Nieréwnomierne
ptukanie zelu i barwienie

1. Zmniejszenie predkosci
wytrzasania lub zastosuj platforme
bujana

Elektroforeza z tzn.
,, efektem
usmiechu”

(szybszy rozdziat
elektroforetyczny
probek znajdujacych
si¢ po srodku zelu)

1. Srodek zelu cieplejszy od
skrajnych czesci

1.

a. Sprawdz sktad i zamien bufor
do elektroforezy

b. Sprawdz ustawione wartosci
napigcia:

- rozdziahu elektroforetyczny w

zelu zageszczajacym 100V

- rozdziat elektroforetyczny w

zelu rozdzielajacym 160V

c. Kontrola czy pomigdzy
zelami znajduje si¢
odpowiednia ilo$¢ buforu

Niero6wnomierne
tempo elektroforezy
na catej dlugosci
zelu

1. Przetadowane probki
2. Zbyt duze napigcie

1. Zmniejszenie ilosci biatka w
prébee
2. Sprawdz ustawione wartosci
napiecia:
a. rozdziat elektroforetyczny w
zelu zageszczajacym 100V,
b. rozdziat elektroforetyczny w
zelu rozdzielajagcym 160V

Stabo rozdzielone
prazki w zelu

1. Zbyt duza zawarto$¢
biatka w probce

2. Zanieczyszczenie
probek

3. Nieskuteczna
denaturacja biatek

1. Przygotuj probki zawierajace
odpowiednie ilosci biatka:
a. Dlametody z AgNO3
<20pg na studzienke
b. Dla metody Coomassie

~50ug na studzienke

2. Przygotuj probki unikajac
mozliwych zrodet
zanieczyszczenia probki

3. Sprawdz czy dodates SDS do
probek i 2-merkaptoetanol,
sprawdz warunki denaturacji
(10 min 99°C)

5. Barwienie zeli poliakrylamidowych Coomassie Blue

5.1.  Materialy zuzywalne

N

5.2.  Odczynniki zuzywalne

AwnhE

Woda demineralizowana
96% etanol (Linegal Chemicals, nr kat. LL-00012)
Lodowaty kwas octowy

Coomassie Brilliant Blue R250 (EM Science)

Koncéwki do pipet automatycznych o objetosci Sml, 1000ul,
Pipety serologiczne o objgtosci 25ml
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5.3.  Sprzet laboratoryjny

Wytrzasarka z ustawianym rpm lub platforma bujana
Dygestorium

Waga elektroniczna

Pipety automatyczne

5.4. Naczynia laboratoryjne

Szalki szklane
Butelki szklane
Zlewki szklane

5.5. Wykonanie barwienia

. Pod dygestorium przygotuj utrwalacz mieszajac: 30 ml etanolu, 60 ml wody demineralizowane;j i

10 ml kwasu octowego

Po elektroforezie zel umie$¢ w utrwalaczu (5 objgtosci zelu) na 4-12 godzin w temperaturze
pokojowej pod dygestorium lub na dtuzej w lodowce.

Odwaz 0,25g Coomassie Blue

Przygotuj roztwor barwigcy poprzez rozpuszcezenie 0,25g Coomassie Blue w 10ml lodowatego
kwasu octowego, 45ml wody i 45ml etanolu

Przy uzyciu pipetora zlej utrwalacz do butelki i dodaj 5 objgtosci roztworu barwigcego. Inkubuj
zel przez 30-60 minut w temperaturze pokojowej przez caly czas wytrzasajac na wytrzasarce (10
rpm, im mniej tym lepiej) lub platformie bujanej.

Przy uzyciu pipetora zlej barwnik i dodaj wode demineralizowang (10 obj¢tosci zelu). Inkubuj
zel przez co najmniej 10 minut w temperaturze pokojowej na wytrzasarce (10 rpm) lub
platformie bujanej

Powtorz krok kilkukrotnie az do pojawienia si¢ niebieskich prazkow.

6. Zalaczniki

Sklad buforu SDS-PAGE o pH 8.3:

1x 10x Zwiazek | Stezenie w buforze 1x
39 30.29 TRIS 25mM

14,49 1449 Glicyna | 192mM

29 209 SDS 0,2% (lub 1g =0.1%)
Uzupehi¢ do 1 litra Uzupehi¢ do 1 litra | Woda -

Bufor Laemmli 5x 1ml (w oparciu o Maniatis A8.42 Cell lysis 1x SDS buffer)

Skladnik Objetos¢/Masa Stezenie w
roztworze 5x (1x)

Tris pH 6.8 (1,0M) | 300 pl 300 mM (60 mM)

Glicerol 500 ul 50% (10%)

SDS 0.1g 10% (1%)

Bromofenol 0.005 g 0.005% (0.001%)

woda 200 pl -
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