POLITECHNIKA LODZKA

C

INSTRUKCJA Z LABORATORIUM W

ZAKLADZIE BIOFIZYKI

Cwiczenie 2

ELEKTROFORETYCZNY ROZDZIAL

BIALEK



Elektroforetyczny rozdzial biatek

Il. WSTEP TEORETYCZNY

Elektroforeza jest ruchem fazy rozproszonej wzgledem fazy
rozpraszanej, zachodzacym pod wptywem przytozonej zewnetrznie roznicy
potencjatdéw elektrycznych. Istote zjawiska elektroforezy stanowi wedréwka w
polu elektrycznym czasteczek majgcych dodatni lub ujemny tadunek
elektryczny i proces rozdzielania tych czgsteczek na skutek na skutek réznicy
szybkosci ich wedrowania w roztworze (elektroforeza swobodna) badz w
nosnikach, doktadniej w roztworach wypetniajgcych krete kapilary nosnikow
(elektroforeza w nosnikach = elektroforeza strefowa = elektroforeza pasmowa).
Nosnikami mogg by¢ najrézniejsze substancje, jak bibuta oraz zele:
krzemionkowy, dekstranowy, agarowy, skrobiowy, agarozowy i syntetyczny Zzel
poliakrylamidowy. Przyktadowy obraz elektroforezy biatek na zelu agarozowym

przedstawia ponizszy rysunek 1.
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Rys.1. Elektroforeza biatek na zelu agarozowym. Na zelu agarozowym biatka surowicy
rozdzielajg sie na pie¢ frakcji — albumine, a -1, a — 2, B -, oraz y - globuliny

Czasteczki biatek posiadajg na swojej powierzchni kwasne grupy
karboksylowe, pochodzace miedzy innymi z reszt aminokwasowych kwasu
glutaminowego i asparaginowego oraz zasadowe grupy aminowe, zwigzane z
obecnoscig lizyny i asparaginy. W srodowisku wodnym grupy karboksylowe
ulegajg dysocjacji elektrolitycznej, tworzac ujemnie natadowane aniony
karboksylowe. Posiadajgce charakter zasadowy grupy aminowe tgcza sie z
kationem wodorowym pochodzacym z roztworu, tworzgc dodatnio natadowane
kationy. W roztworach wodnych czasteczki biatek posiadajg na swojej
powierzchni zaréwno ujemnie natadowane zjonizowane grupy karboksylowe,
jak i dodatnio natadowane grupy aminowe. W zaleznosci od wzajemnego
stosunku ilosci ujemnie natadowanych anionow i dodatnich kationow

czasteczka biatka moze posiada¢ wypadkowy tadunek ujemny, dodatni lub
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réwny zeru. O wypadkowym tadunku czgsteczki biatkowej decyduje wzajemny
stosunek ilosci grup karboksylowych i aminowych na powierzchni biatka, a
takze odczyn srodowiska. W srodowisku kwasnym, kiedy stezenie kationow
wodorowych jest wysokie, dysocjacja ujemnie natadowanych grup
karboksylowych zostanie cofnieta. Liczba ujemnie natadowanych anionéw,
znajdujacych sie na powierzchni biatka ulega zmniejszeniu, jednoczesnie ilos¢
uprotonowanych i obdarzonych tadunkiem dodatnim grup aminowych pozostaje
niezmieniona lub nawet wzrasta. W miare zakwaszania srodowiska wypadkowy
tadunek biatka staje sie coraz bardziej dodatni i przy niskich wartosciach pH
wiekszos¢ czgsteczek biatkowych posiada tadunek dodatni.

Doktadnie odwrotne zjawisko obserwujemy w trakcie podwyzszania pH.
W Srodowisku zasadowym grupy karboksylowe czesto ulegajg catkowitej
dysocjacji, zwiekszajgc ujemny tadunek biatka, zwigzane natomiast z grupami
aminowymi kationy wodorowe fgczqg sie z anionami hydroksylowymi roztworu.
llo§¢ dodatnio natadowanych uprotonowanych reszt aminowych ulega
zniszczeniu. W srodowisku zasadowym wiekszos$¢ czasteczek biatkowych
posiada wypadkowy tadunek ujemny.

Zmieniajgc odczyn srodowiska mozna doprowadzi¢ do sytuacji, kiedy
liczba zjonizowanych grup karboksylowych jest rowna liczbie dodatnio
natadowanych grup aminowych. Jako catos¢ czgsteczka biatkowa posiada
wypadkowy fadunek rowny zeru. Wartos¢ wspotczynnika pH, przy ktérym
wypadkowy fadunek biatka jest rowny zeru, nazywa sie punktem

izoelektrycznym biatka.
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Il. OPIS BUDOWY STANOWISKA
Do przeprowadzenia elektroforezy dwukierunkowej mozna wykorzystaé
aparat o nazwie Multiphor Il firmy Pharmacia, ktérego schemat przedstawiono

na rysunku 1.

1 - pokrywa zewngtrzna

2 -3- pokrywy chtodnicze

4 — przewod kontaktowy (anoda)
5 — rura chtodnicza

6 — zewngtrzny waz taczacy
7 — wewngetrzny waz taczacy
8 — zacisk weza

9 — uchwyt elektrodowy

10 — zacisk

11 — ruchoma katoda

12 — ruchoma anoda

13 — podstawa Multiphora
14 — stopa poziomujaca

Rys.1. Schemat aparatu do elektroforezy

Il. PRZEBIEG CWICZENIA
A. Przygotowanie zelu do elektroforezy
1. Zestaw szyb do wylania zelu poliakryloamidowego doktadnie umy¢, odttuscié
alkoholem etylowym i pozostawi¢ do wyschniecia. Nastepnie przygotowac
wszystkie niezbedne elementy do montazu (dwie szyby, folie adhezywng oraz
»Spinacze”).
Na szybe bez gumowych przektadek natozy¢ folie adhezywng strong
hydrofobowg do szyby. Niezdejmujac bibuty ochronnej wypchnaé nadmiar
wody, zdja¢ bibute i natozy¢ szybe z przektadkami. Catos¢ unieruchomic przez
zatozenie ,spinaczy”.
2. Przygotowac zel rozdzielajacy, tak aby przy objetosci 16 ml koncowe
stezenia poszczegdlnych sktadnikdéw wynosity odpowiednio:

12% akrylamid;

0,5 mol/dm? TrisHCI pH 8,8;

0,1% SDS;
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3. Doktadnie wymieszaé odczynniki, a nastepnie doda¢ 30 pyl TEMED,

ponownie wymieszac.

4. Przygotowac stojak z proboéwkami typu eppendorf.
5. Do mieszaniny do sporzadzania zelu dodac¢ 30 pl PSA (nadsiarczanu
amonu), natychmiast wymieszac i ostroznie wla¢ do przygotowanego zestawu
szyb. Wlewac nalezy nieprzerwanym strumieniem unikajgc pozostawienia babli
powietrza, do wysokosci okoto 2,5 cm od gérnej krawedzi szyby. Nalewajq
nalezy pozostawi¢ niewielka ilo$¢ zelu, ktérg nastepnie nalezy wla¢ do dwoch
probéwek typu eppendorf.
6. Na powstatg warstwe zelu ostroznie naniesc¢ okoto 1 ml mieszaniny
H,O/alkohol allilowy.
7.0dczekac czas niezbedny do polimeryzaciji, sprawdzajgc stan w proboéwkach
typu eppendorf. Nastepnie zla¢ mieszanine H,O/alkohol allilowy znad
powierzchni zelu.
8. Przygotowac zel zageszczajacy tak, aby w objetosci 2ml koncowe stezenia
sktadnikéw wynosity odpowiednio:

aktylamid 5%;

0,125 mol/dm? TrisHCI pH 6,8;

0,1% SDS
Doktadnie wymieszac odczynniki, doda¢ 4ul TEMED, a nastepnie dodac¢ 5 pl
PSA, ponownie wymieszaé. Zel nanie$é na powierzchnie zelu rozdzielajgcego.
Do kolejnych dwéch eppendorféw, przela¢ czesé¢ zelu w celu kontroli szybkosci
polimeryzacji.
9. Zla¢ mieszanine HyO/alkohol allilowy znad spolimeryzowanego zelu i bardzo

ostroznie zdja¢ wierzchnig szybe zestawu, nastepnie zdjgé folie z zelem.

B. Przygotowanie probek do elektroforezy

1. Przygotowac dwa szeregi po 9 probdéwek typu eppendorf

2. Do pierwszego szeregu wlaé 25 ul surowicy krwi, do drugiego szeregu 250 pl
roztworu albuminy.

3. Do probowek 3-7 w obu szeregach dodac 300 pl 10% roztwory SDS

4. Do probéwek 4-6 oraz 8-9 dodac 200 ul merkaptoetanolu
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5. Do wszystkich probowek ostroznie dodac¢ 10 ul roztworu btekitu
bromofenolowego

6. Nastepnie wszystkie probowki odpowiednio uzupetni¢ buforem TrisHCI pH
8,8 do objetosci 1000pl.

7. Probowki o numerach 2, 5, 7 i 9 zdenaturowac inkubujgc przez 1 min w
temperaturze 60 °C

8. Probke numer 6 zdenaturowac inkubujgac przez 1 min w temperaturze 100 °C

C. Przebieg elektroforezy.

1. Folie z zelem umiesci¢ w aparacie do elektroforezy.

2. Trzy paski bibuty elektroforetycznej ztozy¢ na trzy czesci (wzdtuz dtuzszego
boku), a nastepnie zmoczy¢ je buforem elektroforetycznym (TRIS-HCI, Glicyna,
SDS). Natozy¢ bibute na zel tak, aby bibuta pokrywata 2-3 mm zelu
zageszczajgcego. Analogicznie przygotowac bibute i umiescic jg wzdtuz
wolnego boku zelu rozdzielajgcego. Natozy¢ pokrywe aparatu i odpowiednio
ustawic elektrody.

3. Naniesc¢ probki biatka wedtug wskazan prowadzacego ¢wiczenia.

4. Bardzo delikatnie ustawi¢ chtodzenie wodg aparatu.

5. Natozy¢ pokrywe aparatu, wigczyC zasilacz i po uzyskaniu zqody od

prowadzacego rozpoczg¢ rozdziat elektroforetyczny.

6. Po czasie, w ktorym czoto elektroforezy osiagneto brzeg zeli rozdzielajgcego

wylaczyc¢ zasilacz, delikatnie zdjg¢ bibute i zel.

C. Barwienie zeli.
Folie z zelem przycigé do rozmiaréw kuwety z barwnikiem i zanurzy¢ w
barwniku. Pozostawi¢ na okoto 1 godzine. Nastepnie zla¢ barwnik i catos¢ zalac

ptukaczem.

IV. SPRAWOZDANIE POWINNO ZAWIERAC
1. Krotki wstep teoretyczny.
2. Cel ¢wiczenia.
3. Obraz przeprowadzonej elektroforezy.
4

. Dyskusje i wnioski.
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V. PYTANIA KONTROLNE

Ogdlna budowa biatek.
Definicja elektroforezy.
Punkt izoelektryczny.

Rodzaje elektroforezy — omoéwic elektroforeze zelowa.

o K~ 0N =

Zastosowanie elektroforezy.
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