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Elektroforeza bialek w zelu
poliakrylamidowym

Elektroforeza jest zjawiskiem elektrokinetycznym, w wyniku ktérego pod wptywem przylozonego
pola elektrycznego dochodzi do przemieszczania sie makroczasteczek obdarzonych
niezrownowazonym tadunkiem elektrycznym. Predkos¢ przemieszczania sie natadowanej
elektrycznie makroczasteczki zalezy od kilku czynnikéw tj.: od jej tadunku, rozmiaru, ksztaltu oraz
oporéw ruchu srodowiska. Wykorzystujac elektroforeze mozliwe jest szybkie separowanie
makroczasteczek takich jak: kwasy nukleinowe (DNA, RNA) czy biatka [4]. Wyrdznia sie kilka
rodzajow elektroforezy, ktore réznia sie miedzy soba sktadem zeli elektroforetycznych, warunkami
rozdziatu, a takze zastosowaniem: inny rodzaj elektroforezy stosuje sie do rozdziatu kwasow
nukleinowych, a inny do rozdziatu biatek.

Elektroforeza bialek w zelu poliakrylamidowym

Zele poliakrylamidowe sa polimerami akrylamidu i bisakrylamidu, a od ich proporcji zalezy gestos$é¢
zelu oraz wymiary porow. Gestosc zelu dobiera sie w zaleznosci od wielkosci analizowanych
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czasteczek (tj. w zaleznosci od ich masy czasteczkowej). W przypadku wysoko-czasteczkowych biatek
do rozdziatu uzywa sie zeli o nizszej gestosci, zas biatka nisko-czasteczkowe rozdziela sie w zelach
bardziej gestych. W zelach 8% mozliwe jest rozdzielanie czasteczek o wielkosci od 24 kDa do
205kDA, zele 10% stosuje sie do rozdzielania czasteczek o masie od 14kDa - 205 kDa, a zele 12% do
rozdziatu 14-66 kDa czasteczek [9].

Elektroforeza w obecnosci SDS

Do rozdziatu biatek najczesciej stosuje sie elektroforeze w obecnosci SDS tj. siarczanu dodecylu sodu
(tzw. SDS-PAGE). SDS jest substancja powierzchniowo czynna, ktéra przyczynia sie do poprawy
rozdzielczosci danej techniki elektroforetycznej. Zastosowanie siarczanu dodecylu sodu podczas
rozdziatu przynosi wiele korzysci, poniewaz wiekszos¢ biatek jest rozpuszczalna w elektrolitach
zawierajgcych SDS (a szczegolnie takie po redukcji mostkéw disiarczkowych), a ponadto separacja
(rozdziat) biatek odbywa sie zgodnie z ich masami czasteczkowymi. Nalezy réwniez dodac, ze
barwienia komplekséw tworzonych przez biatko i SDS jest znacznie wydajniejsze niz barwienie
samego biatka, a dodatkowo obecnos¢ SDS skutecznie eliminuje enzymatyczna degradacje biatek
w trakcie ich separacji [4], [1]. SDS nadaje polipeptydom tadunek ujemny, dzieki czemu moga one
migrowaé¢ w polu elektrycznym. Ilo$¢ zwigzanego SDS przez bialko jest prawie zawsze liniowo
zalezna od masy danego polipeptydu, co z wykorzystaniem markera masy umozliwia wyznaczanie
masy rozdzielanych biatek [1]. SDS powoduje zrywanie prawie wszystkich wiazan niekowalencyjnych
w biatku, co w konsekwencji prowadzi do rozfaldowania sie tancucha polipeptydowego [6].

Elektroforeza natywna

Ten rodzaj elektroforezy prowadzi sie w poliakrylamidzie, w warunkach, w ktérych makroczasteczki
pozostaja niezdenaturowane, dzieki czemu mozliwe jest odzyskanie czasteczek biatkowych w stanie
pelnej aktywnosci biologicznej. Prébka nalozona na zel rozpuszcza sie w buforze, ktory nie powoduje
denaturacji zawartych w niej biatek. Elektroforeza natywna jest przeciwienstwem elektroforezy
przeprowadzanej w obecnosci czynnikdw denaturujacych (np. SDS). Wada metody jest staba
rozdzielczos¢ [7], [9].

W celu rozdziatu biatlek w zaleznosci od ich masy czasteczkowej, probke przed natozeniem na zel
nalezy zredukowa¢ w odpowiednim buforze (tzw. buforze redukujacym) oraz odpowiedniej
temperaturze. Zwigzkami redukujacymi (w buforach redukujacych) najczesciej sa:

- merkaptoetanol oraz

- DTT (ditiotreitol), zwiazki te przecinaja (redukuja) mostki disiarczkowe (S-S) pomiedzy biatkami.

Elektroforeza zachodzi najefektywniej, gdy objetos¢ probki naktadanej na zel nie przekracza 10%
objetosci Sciezki, a ilo$¢ biatek naktadanych na studzienke znajduje sie w pzredziale od 1 do 50 pg.
Wazne jest rowniez, by probka nie zawierata zbyt duzych ilosci soli wysteujacych w postaci
zjonizowanje, poniewaz powoduja one powstawanie smug na zelu podczas rozdziatu oraz
niejednorodnos¢ prazkow[9].

Przygotowanie probek do elektroforezy:

Bufor do prébek (2 x stezony) - przepis wg mercka(hefera):

- 0,5 M TRIS-HCI o pH 6,8 (stezenie koncowe 0,125 M)

- 4% SDS (siarczan dodecylu sodu)

- 20 %glicerol

- bromofenol blue (dodawaé kroplami do uzyskania odpowiedniego granatowego koloru)



Bufor do elektroforezy (5x stezony) :
- 25mM Tris

- 192 mM glicyna

- 0.1% SDS (pH 8.3)

Wykonanie:

Badane biatko (1ng-50pg) zawiesi¢ w buforze do probek. Docelowa objetos¢ jaka ma by¢ nalozona na
studzienke (okolo 10-30 pl) nalezy podzieli¢ na pét: jednag potowe stanowi bufor do probek (stezony
2x), a druga badana probka rozcienczona w odpowiedniej ilosci wody, lub buforu do elektroforezy.
Tak otrzymane probki nalezy zredukowac¢, dodajac w tym celu 1% merkaptoetanol lub DTT.
Redukcje probek prowadzi¢ przez 5 minut w temperaturze 100°C. Bezposrednio przed naniesieniem
probek na zel, nalezy je odwirowac celem usuniecia wszystkich nierozpuszczonych sktadnikow. Tak
przygotowane probki mozna nanies¢ na studzienki w zelu poliakryloamidowym.

Rozdzial elektroforetyczny prowadzi¢ w buforze do elektroforezy poczatkowo przy napieciu 80V -20
minut (mniejsze napiecie ma na celu wyréwnanie fadunkow w zelu oraz wolniejsza migracje biatek
w zelu zbierajacym), a nastepnie przy zwiekszonym napieciu (150 V przez ok. 50 minut) [9].

Elektroforeza nieciagla

Prowadzi do jeszcze lepszych rezultatow rozdziatu (separacji) biatek, a dodatkowo otrzymuje sie
bardzo ostre prazki, ktére zawieraja biatka charakteryzujace sie taka sama ruchliwoscia
elektroforetyczna (czesto interpretowane jako biatka o tej samej masie czasteczkowej) [7].

Przygotowanie zelu poliakrylamidowego do rozdzialu bialek

Zele polakrylamidowe przygotowywane sg z roztworu monomeréw akryloamidu oraz z substancji
sieciujacych okreslanych czesto jako cross-linkers. Substancja sieciujaca najczesciej jest
N,N’-metylenobisakryloamid (bisakryloamid). APS (nadsiarczan amonu) stosuje sie do zainicjowania
chemicznej polimeryzacji zelu , bedaca reakcja wolnorodnikowa. Reakcja ta zachodzi w obecnosci
katalizatora, ktorym najczesciej jest TEMED (N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina) [2], [3], [5].

Zdjecie: Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym, [6].
Wykananie:

Zel poliakrylamiodowy przygotowuje sie (wylewa) dwustopniowo: jako pierwszy przygotowuje sie
zel rozdzielajacy o procentowosci zaleznej od wielkosci rozdzielanych czasteczek. W zelu
rozdzielajacym zachodzi wtasSciwy rozdziat biatek.

Na wylany zel rozdzielajacy nanosi sie izobutanol (w celu usuniecia ewentualnych pecherzykow
powietrza ). Dodatkowo izobutanol zapobiega dostepowi powietrza, ktéry utrudnia proces
polimeryzacji zelu (polimeryzacja trwa od 30 do 120 minut). Po uptywie czasu polimeryzacji, nalezy



wyptukac izobutanol z gory zelu , po czym delikatnie osuszy¢ go bibula, nie dopuszczajac tym samym
do przesuszenia gérnej warstwy zelu. Nastepnie, wylewa sie zel gérny ( 4% ), ktdry jest tzw. zelem
zageszczajacym ( w tym zelu umieszcza sie grzebienr w celu powstania tzw. studzienek) [2], [3], [5],

[9].
Przygotowanie zelu rozdzielajacego i zageszczajacego [9].

W sktad buforu do elektroforezy wchodzi Tris-glicyna o pH=8.3, zel rozdzielajacy zawiera Tris-HCl (
o pH=8.8), zas zel zatezajacy Tris-HCl o nizszym pH= 6.8 . Wyzsze pH w zelu rozdzielajacym
powoduje jonizacje glicyny, w zwigzku zczym podczas rozdziatu migruje ona tuz za jonami
chlorkowymi [1].

Elektroforeza biatek w zelu poliakryloamidowym (zawierajacym SDS) [1].
Przygotowanie zelu:

Odczynniki:

- mieszanina monomerow: akrylamid - bisakryloamid (37,5/ 1) 30%
-10% SDS

- 10% nadsiarczan amonu (APS)

- TEMED

-1.5 M Tris o pH= 8.0

- 1M tris o pH= 6.8

- 5x stezony bufor do elektroforezy

Na poczatku nalezy przygotowaé¢ odpowiednia ilo$¢ roztworu zelu rozdzielajacego ( o odpowiedniej
procentowosci). Przygotowany roztwor nalezy wla¢ pomiedzy dwie szklane ptytki przedzielone
przektadkami i potaczone klamerkami, pozostawiajac odpowiednia ilo$¢ miejsca, w celu p6zniejszego
wylania zelu zatezajacego, oraz wtozenia grzebienia (studzienki w zelu) [1].

Po wylaniu, roztwoér zelu trzeba bardzo ostroznie zala¢ woda lub alkoholem izoamylowym, i tak
przygotowany zel pozostawi¢ do polimeryzacji (na ok. 30 minut). PO uptywie czasu polimeryzacji,

zla¢ roztwdr znad zelu, po czym zel przeptuka¢ woda (w celu usuniecia resztek nie
spolimeryzowanego akryloamidu). Kolejnym krokiem jest przygotowanie roztworu zelu zatezajacego.
Roztwor ten nalezy bezposrednio wyla¢ na zel rozdzielajacy, a nastepnie (delikatnie) wsunac
grzebien- uwazajac by nie powstaty pecherzyki powietrza, ktére przeaszkadzaja podczas rozdziatu
elektroforetycznegol[1].

Ponownie pozostawic¢ zel do polimeryzacji (ok. 30 minut). Gdy zel spolimeryzuje delikatnie usuna¢
grzebien i przeptukac kieszonki woda dejonizowana, zeby usunag¢ resztki niespolimeryzowanego
akryloamidu (jak wyzej).

Tak przygotowany zel poliakryloamidowymiesci¢ umiesci¢ w aparacie do elektroforezy i zala¢ 5x
stezonym buforem do elektroforezy (tj.: 125mM Tris, 1.25M glicyna (pH 8.3), 0.5% SDS) [1].

Przygotowanie probek do rozdziahu elektroforetycznego:
Badane probki nalezy zawiesi¢ w buforze Leammeliego (tj.: 0.065M Tris-HCI, 2% SDS, 5% b

-merkaptoetanol (pH 6.8), 0.01 % btekit bromofenolowy, 5% glicerol). Nastepnie, inkubowac je przez
3 minuty w 100[JC w celu denaturacji biatek. Po denaturacji probki mozna naktadac¢ na zel [1].

Warunki rozdziatu elektroforetycznego:



Elektroforeze najlepiej prowadzi¢ przy napieciu ok. 15 V na centymetr dtugosci zelu (do momentu,
kiedy barwnik dojdzie do dolnej krawedzi zelu) [1].

Autor: Lidia Koperwas
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