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OBJASNIENIA SKROTOW UZYWANYCH W OPRACOWANIU

FCS
HAT
HPCE

HUVEC
IEF

IFN-y
IegG

— symboliczne oznaczenie pierwszego kierunku w elektroforezie
dwuwymiarowej

— symboliczne oznaczenie elektroforezy dwuwymiarowej (dwukierunkowe;j)
przeciwcialo monoklonalne rozpoznajace ufosforylowana formg tyrozyny
— izotop jodu o masie atomowej 125

— 1izotop jodu o masie atomowej 131

— izotop wegla o masie atomowej 14

— 1izotop wodoru o masie atomowej 3 (tryt)

— izotop fosforu o masie atomowej 32

— 1izotop siarki o masie atomowej 35

— przeciwciato monoklonalne anty-titina (supernatant komorkowy)

— symbol nukleotydu adenozyny

— antykoagulant w sktad ktorego wchodza: kwas cytrynowy, cytrynian sodowy i
cukier glukoza, nazwa zwyczajowa: (ang. acid Citrate dextrose)

— nukleotyd dwufosforan adenozyny

nukleotyd monofosforan adenozyny

nukleotyd trojfosforan adenozyny

— albumina wotowa (ang. bovine Serum albumin)

— oznaczenie liczby par zasad DNA (ang. base pair)

symbol nukleotydu cytozyny

procentowy udziat bis-akrylamidu w catkowitej ilosci akrylamidu

— 3-[cyclohexylamino]-1-propanesulfonic acid

— jednoniciowa posta¢ DNA, begdaca kopia RNA, uzyskana w wyniku dziatania
odwrotnej transkryptazy

— 3-(3-cholamidopropyl) dimethylammonio-1-propane sulfonate

— NN - diallyltartardiamide

— medium hodowli komoérkowe;j

— kwas deoksyrybonukleinowy

— 1,4-ditiotreitol

— kwas etylenodiaminotetraoctowy (wersenian dwusodowy) (ang.
ethylenediamine tetraacetic acid)

— jednostka rozdzielczo$ci optycznej skanera (ang. dot per inch)

— wotowa surowica ptodowa (ang. fetal bovine Serum)

— fragment czasteczki immunoglobuliny nie zawierajacy miejsc rozpoznajacych
antygen

— cieleca surowica ptodowa (ang. fetal calf serum)

— symbol nukleotydu guaniny

— dodatek do medium hodowli komérkowej (ang. hypoxantine, aminophterin
and thymidine)

— wysokosprawna elektroforeza kapilarna (ang. high performance capilary
€lectrophoresis)

— ludzkie komorki endotelialne (ang. human umbilical vein endothelial cells)
— rodzaj elektroforezy wykorzystujacy réznicg wartosci punktu
izoelektrycznego rozdzielanych makroczasteczek (ang. iso €lectro focusing)
— interferon gamma

— immunoglobulina G



IgM — immunoglobulina M
IODO-BEADS — odczynnik, w postaci styrenowych kuleczek z immobilizowana forma
chloraminy, stosowany do znakowania biatek promieniotworczym izotopem

jodu

K — symboliczny zapis tysiaca (kilo), umownie w notacji biologicznej stosuje si¢
duza literg, cho¢ uktad SI rezerwuje dla tego celu mata literg k

M — symboliczny zapis miliona (mega)

Mab — symboliczne oznaczenie przeciwciata monoklonalnego (ang. monoclonal
antibody)

MHC — cigzki tancuch miozyny (ang. Miosine heavy Chain)

MW — masa czasteczkowa (ang. Molecular Weight)

NP-40 — detergent niejonowy nonident P-40

pl — punkt izoelektryczny - taka warto$¢ pH, w ktoérej wypadkowy tadunek
elektryczny czasteczki jest rowny zeru (ang. isoelectric point)

PBS — wodny roztwor soli fizjologicznej (0,9% NaCl) buforowanej fosforanami, pH
7,4 (ang. phosphate buffered saline)

PCR — reakcja tancuchowa oparta na zastosowaniu polinukleazy (ang. polinuclease
Chain reaction)

PLCy2 — enzym fosfolipaza Cy2

PMSF — phenylmethylsulfonyl fluoride - inhibitor proteaz serynowych

RPMI - medium do hodowli komorek

SDS — silny detergent jonowy (ang. Sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE - zelowa elektroforeza ptytowa wykonywana w akrylamidzie w obecnosci SDS
(ang. plate acrylamide Qel €lectrophoresis)
Sephadex G-25 — ztoze do filtracji zelowe;j

SSCP — technika badania polimorfizmu DNA (ang. Single-Strand Conformation
Polymorphism)

T — symbol nukleotydu tyminy

T — procentowa zawarto$¢ akrylamidu i bis-akrylamidu w zelu

TBS — wodny roztwor soli fizjologicznej (0,9% NaCl) buforowanej Trisem, pH 7,4
(ang. Tris buffered saline)

TBST — TBS z dodatkiem detergentu Tween 20

TCA — kwas tréjchlorooctowy (ang. triChloroacetic acid)

TEMED — N,N,N’,N’-tetramethylenediamine

Tris — 2-amino-2-hydroxymethylo-1,3-propanediol

Triton X-100 — niejonowy detergent (polyethylene glycol tert-octylphenyl ether)

Tween 20 — niejonowy detergent (polyoxyethylenesorbitan monolaurate)

U — symbol nukleotydu uracylu



WSTEP

Olbrzymia popularno$¢ technik elektroforetycznych we wszystkich dziedzinach
dotyczacych nauk o zyciu naktada na producentéw i dystrybutoréw sprzetu do elektroforezy
zwyczajowy obowiazek dostarczania biezacej i pelnej informacji o tych technikach, ich
mozliwosciach 1 nowych aplikacjach. Obowiazek ten realizowany jest cala gama Srodkow,
poczynajac od dostarczania uzytkownikowi katalogow produktéw firmy, not aplikacyjnych,
publikacji w firmowych periodykach, filméw instruktazowych czy szkolen. Oferta ta
dostepna jest zwykle w jezyku angielskim 1 nie zawsze trafia do os6b oczekujacych na szybka
1 pelna informacj¢ w jezyku polskim. Dotyczy to glownie poczatkujacych pracownikow
badawczych, ktorych znajomo$¢ zagadnien technicznych oraz jezyka naukowego jest jeszcze
niepetna. Specjalnie z mysla o tych wuzytkownikach technik elektroforetycznych
przygotowane zostalo niniejsze opracowanie. Nie oznacza to jednak, ze do$wiadczeni
badacze nie znajda w opracowaniu nowych pomystow i informacji. Autorami przyktadow sa
pracownicy nauki dobrze postugujacy si¢ technikami elektroforetycznymi, zeby nie
powiedzie¢ eksperci w tej dziedzinie. Przyktady zostaly dobrane i przedstawione z mysla
o przekazaniu mozliwie duzej porcji informacji w dos$¢ skrotowej formie publikacji. Stad
pelny opis czynnosci niezbednych do wykonania wzbogacony o uwagi wskazujace
niebezpieczenstwo zwiazane z wykonywaniem poszczegdlnych czynnosci lub pozwalajace
omina¢ btedy w postgpowaniu.

Opracowanie niniejsze nie stanowi w zadnym razie konkurencji w stosunku do
uznanych podrecznikéw 1 monografii w zakresie elektroforezy. Jest pewnym uzupelnieniem
dostgpnej  literatury,  wzbogaconym  doktadnym  wyspecyfikowaniem  warunkow
przeprowadzenia do$wiadczenia oraz opisem oczekiwanych wynikow. Jako lekturg
pozwalajaca na stosunkowo tatwe przyswojenie wiedzy w tej dziedzinie chcielibySmy
wskaza¢ monografie Reinera Westemeiera Electrophoresis in Practice, 2" edition, A Wiley
Company, Weinheim 1997.

Z powodu ograniczonej objgtosci niniejszego opracowania zrezygnowano Z opisu
aparatury, materiatow eksploatacyjnych, akcesoriow oraz odczynnikow stosowanych
w zaprezentowanych technikach elektroforetycznych. Wszystkie produkty firmy Amersham
Biosciences zaznaczone sa w tekscie wytluszczona czcionka. Pelna informacj¢ o tych
produktach mozna znalez¢ w aktualnym katalogu firmy lub na stronie internetowe;j
www.amershambiosciences.com.

W zakonczeniu wstepu edytorzy opracowania wyrazaja swoje podzigkowanie autorom
przyktadow, ktorzy zechcieli znalez¢ nieco czasu aby podzieli¢ si¢ swym doswiadczeniem
z innymi. Chcemy rowniez podzigkowa¢ Panu Andrzejowi Renskiemu, Dyrektorowi
polskiego przedstawicielstwa firmy Amersham Biosciences, za zaproszenie nas do
przygotowania tego opracowania.

L6dz, Warszawa, pazdziernik 2002 rok



ELEKTROFOREZA JAKO TECHNIKA SEPARACJI MAKROCZASTECZEK

Wraz z rozwojem wiedzy o budowie materii pojawita si¢ potrzeba rozdzielania
czasteczek wykazujacych zréznicowane wlasciwosci. Opracowano szereg metod,
opierajacych si¢ na wykorzystaniu roznych zjawisk fizycznych, w celu separacji
makroczasteczek ze wzgledu na ich cechy. Sposrod tych metod najbardziej popularnymi
technikami staty si¢ techniki elektroforetyczne. Techniki te pozwalaja osiagna¢ niespotykany
gdzie indziej poziom rozdzielczosci, a w potaczeniu z technikami immunobarwienia, réwniez
niedo$cigniony poziom selektywnos$ci. Jedynym niedostatkiem tych technik jest zawgzenie
ich uzytecznosci do makroczasteczek obdarzonych niezrownowazonym tadunkiem
elektrycznym.

Elektroforeza jest zjawiskiem elektrokinetycznym, w ktorym pod wplywem
przylozonego pola elektrycznego przemieszczaja si¢ makroczasteczki  obdarzone
niezrownowazonym ladunkiem elektrycznym. Predko$¢ przemieszczania si¢ natadowanej
elektrycznie makroczasteczki zalezy od jej tadunku, rozmiaru, ksztattu oraz oporéw ruchu
srodowiska. Wykorzystujac te zaleznosci mozna dokona¢ szybkiej separacji roznych
makroczasteczek przy zastosowaniu stosunkowo prostych urzadzen i przy relatywnie niskim
nakladzie kosztow. Te wzgledy zadecydowaly o powszechnosci zastosowan technik
elektroforetycznych.

Glownym obszarem zastosowan elektroforezy sa: biochemia biatek 1 kwasow
nukleinowych, biologia molekularna, farmakologia, medycyna sadowa, weterynaria,
diagnostyka medyczna oraz kontrola jakosci zywnos$ci. Nalezy réwniez wspomnieé, ze
wykorzystanie technik elektroforetycznych umozliwito uzyskanie petnej sekwencji DNA
cztowieka w niedawno zakonczonym projekcie genomiki (ang. genomics). Wszystkie
powszechnie stosowane techniki sekwencjonowania DNA w kofhcowym swym etapie opieraja
sie bowiem o elektroforeze.

Odczytanie sekwencji genomu cztowieka, cho¢ ogloszone jako olbrzymi sukces, nie
pozwala na pelne wykorzystanie zapisanej] w DNA informacji dla celow diagnostyczno-
terapeutycznych. Okazuje sig, ze ze znajomosci samej sekwencji DNA nie wynikaja jeszcze
funkcjonalne wtasciwosci biatek, gdyz te podlegaja zwykle zmianom posttranslacyjnym, co
oznacza ich réznorodna modyfikacje zachodzaca po syntezie i bedaca pod kontrola innych
biatek. Co wigcej, informacja zapisana w czasteczce DNA nie pozwala na przewidywanie
interakcji pomigdzy poszczegdlnymi biatkami lub ich grupami, a taka wlasnie interakcja
makroczasteczek biatkowych pozwala na realizacje¢ regulacji wigkszo$ci procesow
wewnatrzkomorkowych. W koncu sama ekspresja genu poddana jest regulacji poprzez
odpowiednie biatka i jest przede wszystkim wynikiem oddzialywania sygnatow z otoczenia
komoérki z odpowiednimi receptorami i efektorami komorkowymi. Wszystkie te procesy
wydaja si¢ by¢ w wigkszosci niezalezne od informacji zapisanej w DNA, badz ich zwiazek
z zakodowang informacja jest dla nas na obecnym etapie poznania niedostgpny. W tej sytuacji
powotany zostal do realizacji nowy program badan zwany proteomika (ang. proteomics).
Program ten, opierajacy si¢ w swych podstawach na technikach elektroforezy
dwukierunkowej (ang. 2D electrophoresis), jest w odroznieniu od projektu genomiki bardziej
filozofia poznania niz $cisle okreslonym sposobem postgpowania prowadzacym do
osiagnigcia precyzyjnie sformutowanego celu. W projekcie genomiki uczestniczyty wtasciwie
tylko dwa duze zespoty naukowe (z jednej strony Firma Celera Genomics, USA - pod
przewodnictwem dr. J.C. Venter'a, a z drugiej strony wspolpracujace zespoly uniwersyteckie
pod kierunkiem prof. F. Collins'a), ktore prowadzac niezwykle intensywne
wspotzawodnictwo nie pozostawily miejsca na udzial pomniejszych grup 1 zespotow.
W proteomice, przynajmniej na poczatku realizacji tego programu, praktycznie kazdy moze



znalez¢ miejsce dla siebie 1 dla stosowanych przez swdj zespot technik badawczych.
Wspolnym mianownikiem tych badan jest mozliwo$¢ separacji, identyfikacja 1 uzyskanie
w czystej postaci wybranego biatka lub grupy biatek funkcjonujacych w danej komorce.

Jak wynika z przedstawionego powyzej krotkiego i do$¢ wyrywkowego opisu
najwazniejszych zastosowan elektroforezy, nalezy doceni¢ jej rolg we wspotczesnym
laboratorium. Chociaz dostgpne sa liczne opracowania opisujace sama idee elektroforezy jak
1 jej szczegotowe zastosowania, to najczgsciej sa to pozycje przygotowane w jezyku
angielskim. Celem tego opracowania jest przyblizenie probleméw zwiazanych z elektroforeza
gléwnie poczatkujacym pracownikom nauki, cho¢ z uwagi na zawarte w opracowaniu
przyktady zastosowan elektroforezy, zaprezentowane przez doswiadczonych naukowcow,
opracowanie moze by¢ pomocnym rowniez w prowadzeniu i projektowaniu badan przez
bardziej doswiadczonych eksperymentatorow.

PODSTAWY TEORETYCZNE

Przylozenie pola elektrycznego do wodnego roztworu elektrolitu zawierajacego
makroczasteczki obdarzone niezrownowazonym tadunkiem elektrycznym (makrojony)
zawsze powoduje ruch jonow, zardwno elektrolitu, jak i makrojonéw, w kierunku elektrod
o przeciwnym znaku tadunku elektrycznego. Przemieszczeniu jondéw 1 makrojonow
towarzysza zjawiska fizyczne okre$lane mianem elektrolizy oraz elektroforezy. Nalezy
wyraznie rozrdzni¢ te procesy. Elektroliza jest procesem zachodzacym przy powierzchni
elektrod i polega na odktadaniu si¢ substancji, pochodzacych z elektrolitu, na elektrodach pod
wpltywem przeptywajacego pradu. Procesy te opisywane sa iloSciowo prawami elektrolizy
Faraday’a. Elektroforeza nazywa si¢ procesy elektrokinetyczne zachodzace w objgtosci
elektrolitu i polegajace na przemieszczaniu si¢ jonéw i1 makrojondw w polu elektrycznym.
W klasycznym ujeciu elektroforezy, opracowanym dla koloidéw, mowa jest o ruchu fazy
rozproszonej w stosunku do fazy rozpraszajacej pod wplywem pola elektrycznego. Zjawisko
to opisane zostato przez Smoluchowskiego i Sterna w poczatkach XIX w. Od tego czasu
znacznie wzbogacita si¢ nasza wiedza o budowie materii oraz o procesach zachodzacych
w $rodowisku wodnym pod wplywem pola elektrycznego. Dlatego tez do zjawiska
elektroforezy wilaczono ruch wszelkich jonow poddanych dzialaniu pola elektrycznego
w tym $rodowisku.

Zaréwno proste jony jak i makrojony w srodowisku wodnym wystepuja w postaci
uwodnionej, co oznacza, ze posiadaja otoczke hydratacyjna, bedaca w istocie rzeczy
uporzadkowanym ukladem dipoli wodnych zwiazanych z jonem do$¢ stabymi sitami
oddzialywania elektrostatycznego. Zasieg tego uporzadkowania, cho¢ niewielki, to w catkiem
powazny sposob wplywa na mozliwo$¢ ruchu jondéw 1 makrojondw w otaczajacym
srodowisku, a wlasciwosci otoczki hydratacyjnej zaleza zar6wno od rozmiaru jonu
1 zgromadzonego na nim niezronowazonego tadunku elektrycznego, jak i od witasciwosci
elektrolitu, tj. jego sity jonowej oraz wartosci pH.

Sila jonowa - jest funkcja stezenia jonow komponujacych elektrolit (bufor), a jej
warto$¢ (M) definiuje si¢ jako potoweg sumy iloczyndéw stgzen molowych (c) i kwadratu
warto$ciowosci (Z) wszystkich jonéw znajdujacych si¢ w roztworze (U = Y%IcZ).
W poczatkowej fazie wzrostu wartosci sity jonowej, gdy odleglosci pomigdzy jonami,
a $cislej pomigdzy otoczkami jondéw sa duze, obserwuje si¢ wzrost przewodnosci jonowej
elektrolitu zwiazany ze wzrostem liczby nos$nikow tadunku elektrycznego. Jednak dalszy
wzrost sity jonowej prowadzi do tak duzego zaggszczenia jondow 1 ich otoczek



hydratacyjnych, ze decydujaca role¢ w ich ruchu w polu elektrycznym zaczyna odgrywac
tarcie wystgpujace pomigdzy otoczkami. Przewodnictwo elektryczne elektrolitu w tych
warunkach znacznie spada. Z tego powodu niezmiernej wagi nabiera odpowiedni skiad
elektrolitow przeznaczonych do elektroforezy. Przy zbyt wysokim stezeniu jondw nastgpuje
ograniczenie ich ruchliwosci, przy zbyt niskim mozna zaobserwowa¢ niedobor nos$nikow
fadunku elektrycznego i zwiazany z tym wzrost opornosci elektrycznej. W warunkach
stabilizowanej warto$ci ptynacego pradu, wzrostowi opornosci elektrycznej towarzyszy
zawsze wzrost napigcia niezbgdnego dla wymuszenia przeptywu pradu oraz zwigkszona ilo§¢
ciepta wydzielana w obrgbie elektrolitu. Z drugiej jednak strony, rozpatrujac ruch
makrojonéw, ktorych separacji w polu elektrycznym oczekujemy, zachowany powinien by¢
rozsadny stosunek liczby jondéw do liczby makrojonéw, tak aby przenoszony przez elektrolit
fadunek elektryczny rozktadat si¢ korzystnie na wszystkie obecne tam jony. Proponowane
w publikowanych opracowaniach sktady chemiczne buforow do elektroforezy z reguly
spelniaja wymagania stawiane im w odniesieniu do sity jonowe;.

Warto$¢ pH - bedaca miara stgzenia jonéw wodorowych w  elektrolicie ma
szczegoOlnie istotne znaczenie w odniesieniu do biatek 1 peptydéw. Biatka i peptydy posiadaja
wlasno$ci amfoteryczne (dwufunkcyjne lub obojnacze) co oznacza, ze sa obdarzone
wypadkowym tadunkiem elektrycznym dodatnim lub ujemnym w zaleznosci od warunkow
srodowiskowych. Cecha amfoterycznosci wynika z wlasciwosci aminokwasow wchodzacych
w sktad peptydow i bialek, a konkretnie z wlasciwosci reszt aminokwasowych, ktére moga
by¢ zardwno zasadowe, jak i kwasne. Przewazajaca wigkszo$¢ tadunku elektrycznego biatek
pochodzi z zaleznej od wartos$ci pH jonizacji bocznych tancuchow grup karboksylowych oraz
grup aminowych (-COOH « COO™ + H'; -NH, + H' « -NH3"). W zwiazku z tym,
wypadkowy tadunek elektryczny czasteczki biatka zalezy od wartosci pH 1 mozna znalez¢
taka jej warto$¢ przy ktorej wypadkowy tadunek rowny jest zeru. T¢ warto§¢ pH nazywa si¢
punktem izoelektrycznym i oznacza symbolem pl. Kazde biatko charakteryzuje si¢ jemu
wlasciwym punktem izoelektrycznym. Moze si¢ zdarzy¢, ze w wyniku zachodzacych
modyfikacji posttranslacyjnych czasteczki biatka kodowane przez ten sam gen moga
charakteryzowa¢ si¢ odmienna warto$cia pl. Przyczyna tego moze by¢ glikozylacja
(przytaczenie obdarzonych tadunkiem elektrycznym badz elektrycznie obojetnych cukrow),
powstawanie mostkow disiarczkowych czy tez blokowanie wolnych grup aminowych
1 karboksylowych. Odmienna wartos¢ pl (izoformy) moga posiadac tez te same biatka bedace
produktem polimorficznego genu. Zawsze w $rodowisku o pH < pl biatko obdarzone jest
fadunkiem dodatnim 1 migruje w kierunku elektrody ujemnej. Aby -elektroforetyczna
separacja biatek byla skuteczna koniecznym jest utrzymywanie statej wartosci pH elektrolitu.
Jednak z uwagi na zachodzaca elektrolize wody ciagle generowane sa jony H' na katodzie
1 OH na anodzie. W zwiazku z tym elektrolit przeznaczony do elektroforezy musi by¢
buforowany. Nieco inaczej przedstawia sig sytuacja w szczegdlnej technice elektroforetycznej
wykorzystujacej do rozdziatu warto$ci pl bialek (ogniskowanie izoelektryczne - ang.
isoelectric focusing IEF). Sytuacja ta omowiona bgdzie w szczegoétach ponizej.

Poniewaz kwasy nukleinowe nie posiadaja wlasciwosci amfoterycznych, nie dotycza
ich powyzsze rozwazania 1 dlatego ich separacja elektroforetyczna jest znacznie prostsza.
Kwasy nukleinowe posiadaja trwaty tadunek ujemny, w warunkach elektrolitéw stosowanych
do elektroforezy, a zawdzigczaja go naturze silnego kwasu szkieletu fosforanowego.

Parametry elektryczne - Zjawisko elektroforezy zachodzi dzigki obecno$ci pola
elektrycznego. Sita z jaka pole to oddziatuje na tadunek elektryczny jonu jest proporcjonalna
do natgzenia tego pola (E [V/m]), a ta wielko$¢ jest z kolei proporcjonalna do napigcia U [V]
przytozonego do elektrod. W zakresie niskich sit jonowych istnieje prosta relacja wynikajaca



z prawa Ohma regulujaca zalezno$¢ pomigdzy przylozonym napigciem U, a plynacym
w wyniku tego pradem I [A] oraz oporem elektrycznym (rezystancja) R [Q] elektrolitu:
V =1 R. Podczas przeptywu pradu elektrycznego, w wyniku wykonywania pracy
przesunigcia tadunku elektrycznego przez pole, na opornosciach obwodu tracona jest moc
P [W]. Pracy tej towarzyszy wydzielanie si¢ ciepta, zwanego cieplem Joule’a. Ilo$¢
wydzielonego ciepla Q [J] mozna obliczy¢ korzystajac z rownania: Q = U I t. Oczywiscie
ciepto to jest wydzielane na wszystkich oporach obwodu, ale najwigkszy udzial w tym
zjawisku posiada elektrolit.

Zasilacze stosowane do elektroforezy zwykle moga utrzymywac stala warto$¢ jednego
z parametrow: pradu I, napigcia U lub mocy P. Dla pozostatych parametréw ustala sig tylko
gorny limit wartosci. W ciagu trwania elektroforezy opornos¢ elektrolitu ulega zmianom.
Zwykle obniza si¢ ze wzrostem temperatury wynikajacym z ciepla Joule’a. Opornos¢
elektrolitu wzrasta jednak w wyniku ubywania jondéw (elektroliza) oraz zmian rozktadu
fadunku elektrycznego jonow w warunkach elektroforezy o nieciagtej wartosci pH (ang.
discontinuous electrophoresis, disc electrophoresis). W zaleznos$ci od sktadu elektrolitu oraz
wyboru stabilizowanego parametru obserwuje si¢ wzrost lub spadek ilosci wydzielanego
ciepta. I tak w warunkach SDS-elektroforezy przy statym pradzie wzrasta oporno$¢ uktadu
1 wraz z tym wzrasta ilo§¢ wydzielanego ciepta. Uktad wymaga aktywnego odprowadzania
ciepta. Z drugiej strony, gdy stabilizowane jest napigcie, ze wzrostem oporu nastgpuje
ograniczenie pradu, a w $lad za tym spadek ilosci oddawanego ciepta. Uktad nie wymaga
termostatowania, ale znacznie wydluza si¢ czas trwania elektroforezy. W przypadku
elektroforezy w warunkach statego pH i stabilizacji pradu, wraz ze spadkiem opornosci
uktadu maleje ilos¢ oddanego ciepta. W tych samych warunkach elektrolitu przy stabilizacji
napigcia ro$nie warto$¢ pradu i w zwiazku z tym wzrasta ilo$¢ wydzielanego ciepta. Wybor
optymalnego sktadu elektrolitu (buforu) oraz stabilizacji wybranego parametru musi by¢
poprzedzony analiza licznych zmiennych, w tym czasu trwania elektroforezy, ograniczenia
dyfuzji molekut czy strat aktywnosci biologicznej molekul. Zwykle elektroforeze biatek
w zelu poliakrylamidowym prowadzi si¢ przy statym pradzie, kwasow nukleinowych przy
stalym napigciu, a zele sekwencyjne poddaje si¢ dzialaniu statej mocy. Roéwniez dla
ogniskowania izoelektrycznego wskazane jest stosowanie stalej mocy, poniewaz oporno$¢
zelu silnie wzrasta wraz z czasem trwania rozdziahu.

Temperatura - Utrzymywanie temperatury na zadanym poziomie, odpowiednim dla
danego procesu, jest konieczne dla osiagnigcia zadowalajacych i powtarzalnych rezultatow
elektroforetycznej separacji makromolekut. Dla przyktadu, podczas polimeryzacji akrylamidu
wydzielane jest ciepto zwiazane z zachodzeniem egzotermicznych reakcji chemicznych.
Uwolnione cieplo moze przyczyni¢ si¢ do powstawania pradow konwekcyjnych w calej
obje¢tosci polimeryzujacego akrylamidu i1 co za tym idzie moga pojawiac si¢ nieregularnosci
w sieciowaniu i porowato$ci nosnika. Wptyw wydzielanego ciepta polimeryzacji jest czgsto
bagatelizowany w praktyce laboratoryjnej i1 jest to uzasadnione tak diugo, jak dhlugo
przygotowywane zele sa niezbyt ggste. Jednak w przypadku zeli 15% 1 ggstszych, oraz zeli
gradientowych, zaniedbanie odprowadzania ciepta polimeryzacji skutkuje silnymi
niejednorodno$ciami struktury no$nika i ztymi wynikami separacji.

Nadmiar ciepta uwalnianego podczas samego procesu elektroforezy moze rowniez
stanowi¢ powazne problemy natury praktycznej. Czgsto obserwuje si¢ nieroOwnomierne
przemieszczanie sig¢ frontu elektroforezy, co ze wzgledu na ksztalt deformacji bywa nazywane
$miejacym si¢ rozdziatem. W tym przypadku makrojony w centralnej cz¢s$ci nosnika migruja
znacznie szybciej niz ich odpowiedniki znajdujace si¢ przy bocznych krawedziach no$nika.
W sytuacji znacznego gradientu temperatury pomig¢dzy poczatkiem i koncem zelu mozna
zaobserwowaé, ze niektore prazki migruja jako dublety, a inne sa znacznie poszerzone.



Nadmiar ciepta moze réwniez prowadzi¢ do denaturacji i inaktywacji separowanych biatek,
co w przypadku elektroforezy preparatywnej naraza eksperymentatora na duze straty. Przy
zastosowaniu zbyt duzych mocy, mozna zaobserwowa¢ topnienie zeli agarozowych,
a w innych rodzajach elektroforezy moze dojs¢ do pgkania szklanych plyt czy nawet
uszkodzenia aparatu poprzez termiczne odksztatcenia jego plastikowych elementow. Dlatego
wspoéfczesnie uzytkowane dobre aparaty do elektroforezy maja mozliwo$¢ aktywnego
odprowadzania lub rozpraszania nadmiaru ciepta z calej objetosci zelu.

RODZAJE NOSNIKOW ELEKTROFORETYCZNYCH

Nosniki elektroforetyczne - Rozdzialy elektroforetyczne moga by¢ prowadzone
bezposrednio w objetosci elektrolitu, rozwiazanie takie stosowane jest czgsto w elektroforezie
kapilarnej, lub w nosniku elektroforetycznym wypetnionym odpowiednim elektrolitem.
W tym drugim przypadku nos$nik elektroforetyczny (bibuta, azotan celulozy, agaroza,
poliakrylamid i inne) nie tylko stabilizuje elektrolit ale czgsto przyczynia si¢ do lepszej
separacji makroczasteczek. Szczegolnie zastosowanie porowatych nosnikow (agaroza,
poliakrylamid) potgguje efekt separacji poprzez dodatkowe frakcjonowanie makroczasteczek
na zasadzie sita molekularnego.

Zele agarozowe i poliakrylamidowe maja posta¢ przestrzennie usieciowanych struktur
1 cho¢ zajmuje ona zaledwie okoto 0,5 - 1,0% objgtosci calego nosnika (reszta przypada na
elektrolit) to jednak rozmiary porowato$ci pordwnywalne sa z rozmiarami typowych
makrojondéw, a co za tym idzie, wigksze z nich doznaja wigkszych oporow ruchu w polu
elektrycznym. Na efekt separacji ze wzglgedu na rézna ruchliwo$¢ makrojondw, zwiazana
z ich rozmiarami i uwodnieniem, naklada si¢ efekt separacji ze wzgledu na opory ruchu
w stosunku do no$nika. Poniewaz oba efekty dziataja w tym samym kierunku, separacja
makrojonéw w porowatym nosniku jest bardzo dobra. Jeszcze lepsze efekty separacji mozna
uzyska¢ w porowatych no$nikach o narastajacej, wraz z dystansem migracji, ggstosci
sieciowania. Mowimy wowczas o nosnikach (zelach) gradientowych. W nos$nikach takich
stosunkowo dobrze rozdzielane sa zarowno duze makroczasteczki biatkowe lub ich
kompleksy, jak 1 niewielkie peptydy. Akrylamid pozwala przygotowa¢ nosniki o bardzo
gestym usieciowaniu 1 niewielkich porach, co umozliwia separacje makroczasteczek
biatkowych o masach rzedu 5 K - 300 K lub polinukleotydéw o wielkosci 5 - 2 000 par zasad
(ang. base pairs - bp). Nosniki agarozowe charakteryzuja si¢ znacznie ubozszym
usieciowaniem 1 wigkszymi porami. Pozwala to na separacje znacznie wigkszych
makroczasteczek  biatkowych, przyktadowo multimerycznych czasteczek czynnika
VonWillebranda (1-10 M) lub immunoglobulin IgM (1 M), oraz znacznie wigkszych
fragmentéw kwasdéw nukleinowych (50 - 30 000 bp).

Przy poszukiwaniu nowego rodzaju nosnika nalezy zawsze pamigta¢, ze powinien on
by¢ elektrycznie obojetny. Wystepowanie zwiazanego z nos$nikiem tadunku elektrycznego
prowadzi do niekontrolowanych oddzialywan makrojonéw z tym tadunkiem i w rezultacie
zmian¢ predkosci ich migracji, az do catkowitego zatrzymania makrojonu. Jednocze$nie
istnienie takiego tadunku elektrycznego przyczynia si¢ do migracji czasteczek wody
w kierunku katody. Proces ten nazwano elektroendoosmoza. Generalnie istnienie zwiazanego
z powierzchnia no$nika tadunku elektrycznego prowadzi do znaczacego obnizenia
rozdzielczosci elektroforezy.

Zele agarozowe - przygotowywane sa z agarozy, wielocukru pochodzacego z agaru.

Agaroza w postaci handlowej jest bialym lub lekko zéttawym proszkiem. Rozpuszcza sig
bardzo, tatwo w gotujacej si¢ wodzie 1 pozostaje w stanie ptynnym az do temperatury okoto
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40°C. Ponizej tej temperatury zestala si¢ w postaci porowatego zelu. Po zestaleniu pozostaje
w tej postaci nawet w podwyzszonych temperaturach siggajacych kilkudziesigciu °C.
W temperaturze wrzenia wody ulega ponownie topnieniu. Rozmiary porowato$ci mozna
regulowa¢ stosujac agaroz¢ w réznych st¢zeniach. Im wyzsze jest stgzenie agarozy, tym
bogatsze jest usieciowanie 1 drobniejsze sa pory. Zwykle przygotowuje si¢ zele o st¢zeniach
agarozy z przedziatu 0,4-4,0% i stosuje si¢ je w aparatach do elektroforezy poziomej. Zaleta
zeli agarozowych jest tatwos¢ 1 szybkos¢ ich przygotowania oraz mozliwos¢ separacji duzych
makroczasteczek. Wada za$ jest slaba wytrzymatos¢ mechaniczna zeli oraz trudnos$¢ ich
utrwalania po rozdziale. Wyschnigte zele rozsypuja si¢ pod wptywem bardzo niewielkich sit.

Zele poliakrylamidowe - przygotowywane sa z roztworu monomeréw akrylamidu
1 substancji sieciujacych (ang. cross-linkers). Nalezy zawsze pamigta¢, ze akrylamid
w postaci monomerycznej jest bardzo silna neurotoksyna i nawet po procesie polimeryzacji
stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia ze wzgledu na pozostatosci swobodnych
monomeréw w objetosci zelu. Jako substanj¢ sieciujaca stosuje si¢ najczesciej N,N’-
metylenebisakrylamid  (bis-akrylamid). Reakcj¢ polimeryzacji, bedaca w istocie
wolnorodnikowa reakcja polimeryzacji, mozna zainicjowa¢ chemicznie lub fotochemicznie.
Przy chemicznej inicjacji procesu najczgsciej stosuje si¢ nadsiarczan amonu w obecno$ci
katalizatora N,N,N’,N’-tetrametyletylenodiaminy (TEMED). Fotochemiczne wyzwolenie
procesu polimeryzacji zachodzi w obecno$ci ryboflawiny pod dziataniem dlugofalowego
swiatta UV 1 jest katalizowane przez TEMED. Ze wzgledu na wydzielanie si¢ znacznych
ilosci ciepta podczas polimeryzacji akrylamidu, dla wtasciwego przebiegu procesu nalezy
przestrzega¢ odpowiedniego dozowania substancji inicjujacych i katalizujacych, tak aby czas
polimeryzacji nie byl krétszy od 30 minut. W szczeg6lnych przypadkach, gdy zawartos¢
akrylamidu przekracza 15%, nalezy zapewni¢ efektywne odprowadzanie powstatego ciepta
poprzez umieszczenie kasety z polimeryzujacym zelem w tazni wodnej. Ggsto$¢ sieciowania
oraz rozmiary porow mozna regulowac poprzez odpowiedni dobor stezenia akrylamidu 1 bis-
akrylamidu. Wtasciwosci Zelu przyjeto opisywaé dwoma parametrami. Najczgs$cie] mowi sig
o calkowitym (ang. total) stezeniu akrylamidu:

T [%] = ((akrylamid + bis-akrylamid) [g] / objetos¢ [ml]) x 100
Dopelniajacym parametrem jest wagowy stosunek ilosci substancji sieciujacej do sumy
akrylamidu i substancji sieciujace;j:

C [%] = (bis-akrylamid [g] / (akrylamid + bis-akrylamid) [g]) x 100
Ze wzrostem wartosci T maleje $redni rozmiar poroéw. Natomiast minimalny rozmiar porow,
przy zadanej wartos$ci T, uzyskuje si¢ dla wartosci C = 5%. Powyzej 1 ponizej tej wartosci
rozmiary poréw wzrastaja.

Jezeli przedmiotem separacji jest mieszanina biatek o bardzo mocno zréznicowanych
masach, wskazanym jest zastosowanie zelu gradientowego. Jest to zel o narastajacej, wraz
z dystansem migracji, ggstosci sieciowania. Na jego wejSciu rozmiary poréw sa duze
1 pozwalaja migrowa¢ zarowno duzym jak i znacznie mniejszym makroczasteczkom. W tym
obszarze oddzielane sa duze makromolekuty od matych oraz dochodzi do réznicowania
ruchliwo$ci duzych makromolekut. Wraz ze wzrostem dystansu migracji usieciowanie
wzrasta 1 maleja rozmiary poréw. W ten obszar nie wnikaja juz duze makrmolekuty
1 dochodzi do dalszej separacji §rednich 1 matych czasteczek. Przy dalszym wzroscie gestosci
sieciowania rozmiary poroOw staja si¢ bardzo male i umozliwiaja migracj¢ i separacjg tylko
najmniejszych makroczasteczek.
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RODZAJE KOMOR ELEKTROFORETYCZNYCH

Ze wzgledu na sposoéb umieszczenia nosnika elektroforetycznego mozna wyr6dznié
elektroforeze¢ kapilarna (ang. capillary electrophoresis), elektroforeze pionowq (ang. vertical
electrophoresis) oraz elektroforezg pozioma (ang. horizontal electrophoresis).

Elektroforeza kapilarna. W elektroforezie kapilarnej, okreslanej czgsto skrotem
HPCE (ang. high performance capillary electrophoresis) elektrolit wypetnia kapilare
o wewngetrznej $rednicy 50 - 100 pm i1 dlugosci 20-30 cm. Oba konce kapilary zanurzone sa
w zasobnikach z odpowiednimi elektrolitami. Sama kapilara wypelniona jest swobodnym
elektrolitem (elektroforeza swobodna) lub porowatym nosnikiem (elektroforeza na nosniku).
Do obu koncéw kapilary przyktada si¢ wysokie napigcie co skutkuje pojawieniem si¢ we
wnetrzu kapilary pola elektrycznego o wartosci natezenia okoto 1kV/cm 1 pradu rzedu 10 mA.
Przeznaczeniem elektroforezy kapilarnej sa rozdzialy analityczne i mikropreparatywne. Ilo§¢
nanoszonego materiatu do analizy jest bardzo niewielka - rzedu pojedynczych nanogramow.
Objetosé aplikowanej probki waha sie zwykle w przedziale 2-4 nl (2-4x10”1). Czas rozdziatu
jednej probki wynosi okoto 10-20 minut. Detekcja rozdzielonych grup makroczasteczek
realizowana jest u uj$cia kapilary przy pomocy detektora o konstrukcji zblizonej do
przeptywowego detektora stosowanego w chromatografii cieczowe;.

Elektroforeza pionowa - jest najpowszechniej stosowna technika. W technice tej
no$nik elektroforetyczny wypetnia szklane rurki (elektroforeza rurkowa) lub znajduje si¢
pomiedzy dwoma plytkami rozdzielonymi przektadkami dystansowymi (ang. spacer)
(elektroforeza ptytowa). Na rysunku 1 pokazano schematycznie oba rodzaje elektroforezy
pionowe;.

)
Rys. 1. 31 (B9 Rurka elektrodowy | Zel
e BRI S @
Schematyczne przedstawienie 1 o
rodzajoéw elektroforezy - '
pionowe;. :
A. elektroforeza rurkowa

(ang. tube elektrophoresis)
B. elektroforeza ptytowa
(ang. slab electrophoresis)

Jak tatwo zauwazy¢, gorna cze¢$¢ nosnika musi by¢ przykryta warstwa buforu
elektrodowego (elektrolitu). Rozwiazanie takie ma naturalng tendencje do wyciekania
buforéw z gornego naczynia, co wymaga uwagi laboranta podczas trwania rozdziatu. Brak
kontaktu elektrolitu z zelem powoduje przerwanie obwodu elektrycznego 1 w zwiazku z tym
przerwanie procesu elektroforezy. Inna niedogodnos$cia tego rozwigzania jest trudnos$¢
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z odprowadzeniem ciepta generowanego przez przeptywajacy prad. Dotyczy to szczegolnie
elektroforezy rurkowej. W przypadku elektroforezy ptytowej mozliwe jest odprowadzanie
ciepta przez $cianke kontaktujaca si¢ z jedna z ptyt. Zaleta tego typu rozwiazania jest zwykle
stosunkowo niska cena dostgpnych na rynku aparatow.

Elektroforeza pozioma - jest rodzajem elektroforezy w ktérym no$nik umieszczony
jest w ptaszczyznie poziomej (rys. 2). Zaleta tego rozwiazania jest brak wyciekow elektrolitu
oraz mozliwo$¢ tatwego odprowadzenia ciepla generowanego w trakcie przeptywu pradu.
Elektroforeza potsucha, w ktoérej bufory elektrodowe zamknigte sa w zestalonej agarozie lub
w warstwach bibuly filtracyjnej, pozwala ponadto na znaczne ograniczenie zuzycia
chemikaliéw niezbednych do przygotowania buforow.

Rys. 2.

Schematyczne przedstawienie Bufor

elektroforezy poziome;j —~ elektrodowy T
A. elektroforeza zanurzeniowa — é/ \é I‘ﬂ._/l
(ang. submarine lectrophoresis) B Zel

B. elektroforeza potsucha RO SRR, SRS

(ang. semi-dry electrophoresis) ' 1

RODZAJE ELEKTROFOREZY

Metody elektroforetyczne stosowane w praktyce sa pochodnymi lub kombinacja
trzech podstawowych rodzajow separacji. Sa to: elektroforeza strefowa (ang. zome
electrophoresis), izotachoforeza (ang. isotachphoresis) oraz ogniskowanie izoelektryczne
(ang. isoelectric focusing).

Elektroforeza strefowa - podstawowy i1 najszerzej stosowany rodzaj elektroforezy.
Odbywa si¢ w nosniku, w ktorym elektrolit ma w calej objgtosci stalag wartos¢ pH. Réznica
dystanséw migracji poszczegdlnych makrojonow, w ciagu okreslonego czasu, w bezposredni
sposob wynika z rdznicy w ruchliwosci elektroforetycznej tych jondw w no$niku w obecnosci
pola elektrycznego.

Izotachoforeza - w tym rodzaju elektroforezy rozdzial odbywa si¢ w nos$niku,
w ktorym wystgpuje nieciaglto$¢ wartosci pH. Makrojony separowanej probki migruja
w obszarze pomigdzy dwoma systemami elektrolitow o roznej wartosci pH 1 rdznej
ruchliwos$ci jondéw elektrolitu. Elektrolit wiodacy (ang. leading electrolyte) zawiera jony
o duzej ruchliwosci elektroforetycznej, znacznie przewyzszajacej ruchliwo$¢ makrojonow.
Z kolei elektrolit zamykajacy (ang. tailing electrolyte) zawiera jony o bardzo niskiej
ruchliwo$ci elektroforetycznej, zwykle znacznie nizszej od ruchliwo$ci makrojonow.
W obszarze pomigdzy tymi dwoma elektrolitami znajduja si¢ separowane makrojony.
Wszystkie jony - wiodace, zamykajace oraz makrojony - migruja w tym obszarze z ta sama
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predkoscia ale w Scisle okreslonym porzadku. Najpierw przemieszczaja si¢ jony wiodace, a za
nimi najszybsze makrojony. Potem kolejno makrojony zgodnie z ich malejaca ruchliwoscia
1 w koncu jony zamykajace. Wynikiem tego rodzaju elektroforezy jest uporzadkowanie
makrojonéw zgodnie z ich malejaca ruchliwoscia elektroforetyczna, przy czym separacja ta
zachodzi w bardzo matym obszarze bedacym granica dwoch systemow elektrolitow.
Uzyskuje si¢ w ten sposob dodatkowy efekt zageszczania makrojondw w matej objgtosci.

Ogniskowanie izoelektryczne (IEF) - odbywa si¢ w no$niku, w ktorym warto$¢ pH
buforu zmienia si¢ w sposob ciagly od wartosci najwyzszej przy katodzie do najnizszej przy
anodzie. Ustalenie si¢ gradientu pH mozliwe jest dzigki zastosowaniu specjalnych no$nikow
pH zwanych amfolinami. Amfoteryczne substancje (bialka, peptydy) migruja w polu
elektrycznym w kierunku elektrod o znaku przeciwnym ich tadunkowi. Napotykajac jednak
po drodze zmieniajace si¢ wartosci pH elektrolitu zatrzymuja si¢ w miejscu, w ktorym pH=pl.
W elektrolicie o wartosci pH rownej wartosci pl wypadkowy tadunek makroczasteczki rowna
si¢ zeru 1 obojetna elektrycznie makroczasteczka zatrzymuje si¢ nie doznajac dziatania sit
pola elektrycznego. Uzyskuje si¢ w ten sposob separacj¢ molekul biatkowych zgodnie z ich
wartosciami pl.

Elektroforeza strefowa moze wystgpowa¢ w réznych odmianach, z ktorych najczesciej
uzywana jest:

Elektroforeza natywna - to rodzaj elektroforezy prowadzony zwykle w polia-
krylamidzie w warunkach, w ktérych makroczasteczki pozostaja niezdenaturowane. Zaleta
tego typu separacji elektroforetycznej jest mozliwo$¢ odzyskania czasteczek biatkowych
w stanie pelnej aktywnos$ci biologicznej. Wada za$ jest stosunkowo staba rozdzielczos¢
metody.

e F
= I~ -_-i-

Rys. 3.

Przyktad elektroforezy biatek w  warunkach
natywnych. Analizie poddano biatka wyekstrahowane
z roznych  odmian  jgczmienia. Separacj¢
przeprowadzono w zelu CleanGel 25S uwodnionym
w buforze do natywnej elektroforezy pH 5,0, - 2
zawierajacym mocznik i niejonowy detergent. -

;
-

Elektroforeza w obecnosci SDS - ten rodzaj elektroforezy jest najczgsciej stosowany
dla separacji makromolekut biatkowych. Zastosowanie SDS (siarczan dodecylu sodu) -
substancji powierzchniowo czynnej - przyczynia si¢ do znacznego poprawienia rozdzielczosci
techniki elektroforetycznej. Potraktowanie czasteczki biatka przez SDS skutkuje powstaniem
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kompleksow biatko-SDS o ustalonym stosunku tadunku elektrycznego do masy. Wykazano,

ze lg biatka wiaze 1,4g SDS. W kompleksie takim SDS skutecznie maskuje oryginalny

fadunek biatka normalnie wystepujacy w danym elektrolicie. Wtasciwos$¢ ta pozwala na tatwe

i doktadne oznaczenie mas czasteczkowych rozdzielonych biatek. Obecnos¢ SDS przynosi

szereg korzysci:

- zdecydowana wigkszo$¢ biatek jest rozpuszczalna w elektrolitach zawierajacych SDS,
szczegolnie po redukceji mostkow disiarczkowych

- separacja bialek odbywa si¢ zgodnie z ich masami czasteczkowymi

- barwienia komplekséw biatko-SDS jest znacznie wydajniejsze niz samego biatka

- obecno$¢ SDS skutecznie eliminuje enzymatyczng degradacjg biatek w trakcie separacji.

Elektroforeza nieciggla - potaczenie izotachoforezy z elektroforeza strefowa
prowadzi do jeszcze lepszych rezultatow separacji biatek. Nosnik elektroforetyczny sktada si¢
z dwoéch kontaktujacych si¢ ze soba czesci wypetnionych elektrolitami o réznym sktadzie
1 roznej wartosci pH (rys. 4) (ang. discontinue electrophoresis or disc-electrophoresis).
W gornej czgséci nosnika znajduje sig zel zaggszczajacy, czasami okres$lany jako ogniskujacy,
(ang. stacking gel), w ktorym realizuje si¢ izotachoforeza. Uporzadkowane 1 zaggszczone tam
czasteczki biatka wchodza do drugiej cze$ci no$nika zwanej zelem separujacym (ang. running
gel). W tym zelu zachodzi elektroforeza strefowa.

s FULLLILLLILLT

Zayeszczajacy
Rys. 4.
. . . Zel
Schemat Zelu do elektroforezy nieciaglae;. SOpaIney

Sktad elektrolitow 1 wartos¢ pH obu zeli
oraz ich porowato$ci r6znia si¢

W wyniku potaczenia obu metod uzyskuje si¢ bardzo ostre prazki zawierajace biatka
o tej samej ruchliwosci elektroforetycznej, co czesto jest interpretowane jako biatka o tej
samej masie czasteczkowej (rys 5).

e R —
Rys. S.
Przyktad elektroforezy w obecnosci SDS. Analizie — =

— __-—

poddano biatka zwierzece 1 ryb ekstrahowane z - e —
réznych tkanek. Rozdzial wykonano w zelu

ExcelGel Homogenous 15. Dwie skrajne Sciezki — —
zawieraja standardy mas czasteczkowych, co = e -
pozwala przyporzadkowac biatkom na pozostatych — —

sciezkach odpowiednie masy czasteczkowe.
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Elektroforeza dwukierunkowa (2D) - jest to polaczenie dwoch, a czasami wszystkich trzech
podstawowych rodzajow elektroforezy. Procedura rozpoczyna si¢ od separacji biatek technika
ogniskowania izoelektrycznego. Ten rodzaj separacji wykonuje si¢ przy pomocy
elektroforezy rurkowej (elektroforeza pionowa) lub na paskach nosnika w elektroforezie
poziomej i zwany jest pierwszym kierunkiem (wymiarem) elektroforezy 1D (ang. first
dimension or 1D). Po wykonaniu tego etapu procedury nosnik zawierajacy rozdzielone biatka
przenoszony jest na elektroforeze plytowa w celu wykonania separacji wedlug mas
czasteczkowych (rys. 6). Na tym etapie moze by¢ stosowana elektroforeza nieciagla, w sktad
ktérej wchodzi izotachoforeza oraz elektroforeza strefowa, ale czgsto bywa stosowana tylko
elektroforeza strefowa. Po zakonczeniu procedury 2D 1 wybarwieniu zelu uzyskuje sig
dwuwymiarowa mape rozktadu bialek, gdzie wspdtrzednymi sa wartosci pl oraz masy
czasteczkowe MW poszczegdlnych czasteczek zawartych w odrgbnych wybarwionych
obszarach (ang. spots) (rys. 7). Mozna w ten sposob rozdzieli¢, na jednym zelu, kilka tysigcy
biatek znajdujacych si¢ w danym rodzaju komorek. Metoda ta pozwala na stosunkowo tatwa
analiz¢ zmian ekspresji genu kodujacego analizowane biatko (biatka) i jest wiodaca technika
zaadoptowana na potrzeby programu proteomiki.

Agaroza
Zel
zageszczajacy g SRR
X | bialkowe
| W agarozZie
Rys. 6. R o
Schemat wykonania elektroforezy 2D.
Biatka rozdzielone technika ogniskowania
izoelektrycznego (1D) przenoszone sa na
elektroforez¢ ptytowa gdzie realizuje si¢ drugi
kierunek elektroforezy separujacy biatka wedlug
ich mas czasteczkowych (2D).
ﬁhrwnty kierunek
elektroforeza IEF
Zel separujacy Przekladka
dystansowa
- e
i pl g -
. vl
Rys. 7. i ;
Przyktad elektroforezy dwukierunkowe;. , SRRt i BEE MW
. . . e - - - e
Blaike} ekstrahowane z mysiej throby ik T ‘#‘ih _ -
rozdzielane byly w pierwszym kierunku ; e | >3 i ::""".'r. &
(1D) przy pomocy ImmobilineStrip pH 3- 5 Tl - g .
10, a w drugim kierunku (2D) w zelu SDS- c A e t
ExcelGel XL. L)
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Immunoelektroforeza - opiera si¢ na zjawisku precypitacji wieloczasteczkowych
kompleksow antygen-przeciwciato 1 pozwala na detekcje obecnosci antygenu oraz okreslenie
ilosci tego antygenu w probee. W praktyce stosuje sig trzy rodzaje techniki:

- immunoelektroforeza przeciwbiezna, w ktorej elektrolit ma tak dobrana wartos¢ pH
(okoto 8,6) aby immunoglobuliny nie posiadaly niezrownowazonego tadunku
elektrycznego i1 nie podlegaly dziataniu sit pola elektrycznego. Probke zawierajaca antygen
nanosi si¢ przy katodzie aby migrowata w kierunku anody. Przy anodzie za$ nanosi sig
przeciwciala, ktore kieruja si¢ w kierunku katody dzigki zjawisku elektrosomozy.
W  miejscu kontaktu przeciwciat z antygenem dochodzi do powstawania
wielkoczasteczkowych kompleksow 1 ich precypitacji. Jest to widoczne bez barwienia jako
mleczno-opalizujace linie. Po wybarwieniu linie precypitacji widoczne sa na tle innych
prazkow.

- Elektroforeza strefowa z immunodyfuzja, w ktoérej najpierw prowadzi si¢ zwykla
separacj¢ strefowa (czesto w warunkach natywnych), a po zakonczeniu rozdziatu z obu
stron w kierunku prostopadtym do separacji elektroforetycznej podaje si¢ na nosnik
przeciwciala. W wyniku dyfuzji rozdzielonych bialek oraz naniesionych przeciwciat
dochodzi do kontaktu antygenu z przeciwcialem i powstawania wielkoczasteczkowych
kompleksow, ktore precypituja w miejscu powstania w postaci charakterystycznych tukow.
Metoda pozwala réwniez na identyfikacj¢ antygenu a intensywno$¢ linii precypitacji
1 odlegtos¢ od naniesionego przeciwciata §wiadczy o ilosci antygenu.

- Immunoelektroforeza rakietowa - prowadzona jest w no$niku elektroforetycznym
wysyconym badanym przeciwciatem w warunkach pH=pl przeciwciala. W kierunku od
katody do anody elektroforetycznie migruje probka zawierajaca antygen. W miejscu
kontaktu antygen-przeciwcialo dochodzi do precypitacji wielkoczasteczkowych
kompleksow. W wyniku tego powstaja charakterystyczne linie o ksztalcie startujacej
rakiety. Technika pozwala okresli¢ ilo§¢ antygenu przez poréwnanie powierzchni zawartej
pod krzywa. Technika ta doczekata si¢ szeregu modyfikacji, w tym separacji
dwukierunkowe;.

Sekwencjonowanie DNA - polega na elektroforetycznej separacji produktow
chemicznej syntezy DNA (Maxam i Glibert) lub prduktéw dziatania polimerazy DNA
(Sanger i Coulson). W obu przypadkach, dzigki zastosowaniu czterech reagentéw losowo
blokujacych synteze nici DNA (dla syntezy chemicznej w miejscach G, A+G, C, C+T,
w syntezie enzymatycznej w miejscach A, C, G, T) uzyskuje si¢ cztery zestawy fragmentow
o roznych dhlugosciach. Separacja tych fragmentow w warunkach denaturujacych
(jednoniciowe DNA) pozwala na doktadne okreslenie dtugosci tych fragmentow, a przez to
okreslenie sekwencji DNA. Przy maualnym sekwencjonowaniu stosuje si¢ znakowanie
starterow lub nukleotydéw izotopami 2p b %S, i nastepujaca po elektroforezie
autoradiografie. W automatycznych sekwenatorach, w ktorych produkty reakcji nanosi si¢ do
automatycznej separacji i detekcji, stosuje si¢ barwniki fluorescencyjne pobudzane do
swiecenia $wiattem lasera. Informacja o separacji zbierana jest wtedy w czasie rzeczywistym
przez odpowiednie detektory fluorescencji. Obecnie coraz czgséciej wprowadza si¢ znaczniki
fluorescencyjne do manualnego sekwencjonowania DNA.

Transfer elektroforetyczny - szczegolnym przypadkiem zastosowania elektroforezy jest
elektroforetyczne przenoszenie (transfer elektroforetyczny) na membrany wiazace biatka
(azotan celulozy, PVDF 1 inne) czasteczek biatkowych rozdzielonych uprzednio w zelu.
Gléwnym celem transferu jest identyfikacji czasteczek technikami immunobarwienia (ang.
immunoblotting). Na rysunku 8 przedstawiono schematycznie ide¢ transferu
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elektroforetycznego. Transfer wykonywany w technice elektroforezy pionowej jest obecnie
najczesciej stosowany w praktyce laboratoryjnej, cho¢ nie jest wolny od powaznych wad. Do
wykonania transferu potrzeba szczelnego pojemnika zawierajacego znaczna ilo$¢ elektrolitu.
Podczas prowadzenia transferu prad elektryczny plynie cala objgtoscia elektrolitu i tylko
niewielka jego cze$¢ przepltywa przez zel. Generowana jest duza ilo$¢ ciepta, ktore trzeba
odprowadzi¢ na zewnatrz. Stad koniecznos¢ prowadzenia transferu w chtodniach.
Ograniczenie emisji ciepta mozliwe jest tylko przez obnizenie wartosci ptynacego pradu, a co
za tym idzie wydluzenie czasu trwania transferu do kilku- kilkunastu godzin. Czg¢sto bywa
tez, ze zbyt dtugo prowadzony transfer powoduje przeniesienie biatek poza membrang i jego

A - Elektrody ;!
- a + _Plastikewa XB'"'““ _+Elektrody
1+~ kaseta " / O f
S n——
- Membrana L= — =

i I~ Membrana

——Zul

. Bibuta
T .. Bibula filtracyjna
filtracyjna

Rys. 8. Schemat transferu elektroforetycznego. A - Transfer wykonywany w technice
elektroforezy pionowej. B - transfer wykonywany w technice elektroforezy poziome;j
potsuche;.

rozcienczenie w elektrolicie, czyli ich utrate. Wolny od wigkszosci tych wad jest transfer
prowadzony w technice potsuchej w warunkach elektroforezy poziomej. Technika ta
potrzebuje niewielkiej ilosci elektrolitu uwigzionego w bibutach filtracyjnych, ktorych
rozmiar i1 ksztalt mozna dopasowac¢ do zelu i membrany. Wtedy prad ptynie praktycznie tylko
przez zel, przyczyniajac si¢ do bardzo efektywnego przenoszenia czasteczek biatkowych
z zelu na membrang. Czas trwania takiego transferu jest rzgdu kilku- kilkunastu minut, a ilo$¢
wytworzonego ciepta jest z powodzeniem odprowadzana przez masywne elektrody grafitowe.
Co wigcej, jezeli zdarzy sig, ze transfer trwa zbyt dlugo i1 bialka zostana przeniesione poza
docelowa membrang, to znajda si¢ one w bibule filtracyjnej 1 mozna je z fatwoscia odzyskac.
Aby jednak nie dopusci¢ do takiej sytuacji wystarczy pomig¢dzy bibulg a docelowa membrang
potozy¢ worek dializacyjny przepuszczajacy mate jony ale zatrzymujacy makrojony przy
membranie.

PRZYGOTOWANIE PROBEK DO ELEKTROFOREZY

Odpowiednie przygotowanie probek jest rownie wazne jak wiasciwa polimeryzacja
zelu oraz sporzadzenie elektrolitow. Kazdy rodzaj elektroforezy wymaga innych warunkow
przygotowania probek. Ale we wszystkich przypadkach separowana probka nie moze
zawiera¢ zbyt duzej ilosci soli, ktora w postaci zjonizowanej powoduje zakldcenie migracji
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makrojondw, przyczyniajac si¢ do powstawania smug i niejednorodnosci prazkéw. Nalezy
rowniez pamigtac, ze separacja makrojondow zalezy réwniez od ich ilosci w probce. Zbyt mata
ilos¢ makrojonéw, powoduje trudnosci w ich detekcji, a zbyt duza ich ilo$¢ pogarsza warunki
separacji, prazki sa zbyt rozlegle i naktadaja si¢ na siebie. llo§¢ makroczasteczek poddajacych
si¢ prawidtowej separacji zalezy od wielu czynnikdéw, a najbardziej od grubosci nosnika,
szeroko$ci $ciezki, objetosci nanoszonej probki oraz od liczby réznych makroczasteczek
w probcee. Jako regule nalezy przyjac, ze dobry rozdziat w warunkach elektroforezy nieciagtej
moze zosta¢ osiagnigty tylko wtedy, gdy objgtos¢ probki nie przekracza 10% objgtosci
sciezki, a 1lo§¢ makroczasteczek przypadajacych na prazek znajduje si¢ w przedziale 1-10 pg.
Dobrym sposobem postgpowania jest obcigzanie probki dobrze rozpuszczalna substancja
pozbawiona ladunku elektrycznego. Dodatek taki pozwala na umieszczenie probki
bezposrednio na powierzchni zelu bez zbgdnego mieszania jej z elektrolitem. Jest to
szczegblnie istotne w przypadku elektroforezy pionowej. Probka powinna by¢ zabarwiona
tak, aby mozna byto obserwowac jej nanoszenie na nos$nik. Eliminuje to mozliwos¢
pomyltkowego naniesienia dwoch lub wigcej probek na t¢ sama S$ciezke rozdziahu.
Jednoczes$nie barwnik moze informowac¢ o wlasciwej wartosci pH w probee. Ponizej podane
sa podstawowe informacje o przygotowaniu probek dla poszczegdlnych rodzajow
elektroforezy oraz separowanych makroczasteczek - biatek 1 kwaséw nukleinowych.

Elektroforeza natywna bialek - nalezy zwrdci¢ uwage aby probka byta catkowicie
rozpuszczona ale w buforze nie powodujacym denaturacji separowanych makroczasteczek.
Probka powinna by¢ przygotowywana i przechowywana w niskiej temperaturze w celu
zabezpieczenia jej sktadnikow przed degradacja proteolityczna. W tym samym celu mozna do
probki doda¢ inhibitorow proteaz serynowych (PMSF 1 EDTA) do koncowego stgzenia
1 mM. Probka powinna by¢ pozbawiona nadmiaru soli poprzez dializeg lub filtracj¢ zelowa.
Dobrze aby sktad elektrolitu probki byt zblizony do tego, ktory znajduje u wejscia do nosnika
elektroforetycznego. Ggstos¢ probki mozna podwyzszy¢ przez dodanie glicerolu (10%)
1 zabarwi¢ przy pomocy 0,25% blekitu bromofenolu (ang. bromophenol blue).

Elektroforeza w obecnosci SDS - biatka zawarte w probce powinny by¢
zdenaturowane przez dodanie 1-2% SDS (w pH 7,0 - 9,0) i gotowane w ciagu 3-4 minut.
W celu rozbicia wiazan disiarczkowych do prébki nalezy dodatkowo doda¢ czynnika
redukujacego: 1% merkaptoetanol lub DTT (ditiotreitol) oraz 10 mM EDTA. Prébka powinna
by¢ wczesniej odsolona (dializa lub filtracja zelowa) 1 zréwnowazona elektrolitem
wypehiajacym no$nik na ktory begdzie naniesiona. Do probki mozna doda¢ glicerolu (10%)
oraz bigkitu bromofenolu (0,25%), uzyskujac w ten sposdb wyzsza ggsto$¢ probki 1 jej
intensywne zabarwienie. Bezposrednio przed naniesieniem na zel probke nalezy odwirowac
aby usuna¢ wszystkie nierozpuszczone sktadniki.

Ogniskowanie izoelektryczne - probka powinna by¢ pozbawiona soli i substancji
buforujacych przez zastosowanie dializy lub filtracji zelowej. Jedynie w niezbgdnych
przypadkach, gdy biatka nie sa rozpuszczalne w czyste] wodzie, mozna probowac pozostawic
probke w buforze sprzyjajacym rozpuszczeniu biatka. Jednak stezenie jonéw 1 substancji
buforujacych powyzej 50 mM moze by¢ przyczyna ktopotow w uzyskaniu dobrej separacji
makroczasteczek.

Elektroforeza natywna DNA - przygotowanie probki jest stosunkowo proste. Zaleca
si¢ rozcienczenie przygotowanego DNA w elektrolicie wypeliajacym no$nik w miejscu, na
ktore probka bgdzie naniesiona i dodanie EDTA (1 mM). Dla utatwienia obserwacji do probki
mozna doda¢ bigkitu bromofenolu.
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BARWIENIE, DOKUMENTACJA ORAZ ANALIZA ILOSCIOWA I JAKOSCIOWA

Ukonczenie rozdziatu elektroforetycznego czy transferu nie konczy procedury
separacji. Wigkszos$¢ biatek 1 kwaséw nukleinowych nie jest widoczna w §wietle bialym.
Niezbedne jest ich wybarwienie (wizualizacja) w zelach lub na membranach, tak aby uzyska¢
informacje o dystansie ich migracji i ich ilosci w prazku lub spocie (obszarze zawierajacym
bialko w rozdziale 2D). Postgpowanie to pozwala na przeprowadzenie analizy jako$ciowej
1 ilosciowej separowanych makroczasteczek.

Barwienie - stosowanych jest wiele metod wizualizacji zeli i membran. Biatka
najczesciej wybarwia si¢ stosujac naturalne barwniki, takie jak bigkit kumassi (ang.
Coomassie Brilant Blue) czy czerh amidowa. Barwnik dodawany jest zwykle do roztworu
utrwalajacego polozenie biatka w Zelu (denaturacja i unieruchomienie molekut), po czym
nadmiar barwnika jest wymywany. Pozostaje tylko barwnik zwiazany z biatkami. Czutos¢
takiej detekcji biatek jest stosunkowo dobra. Mozna w ten sposob znalez¢ 1 pg biatka
w prazku. Znacznie bardziej czula metoda jest barwienie srebrem. Metoda ta pozwala
oznaczy¢ 10 ng biatka w prazku. Przy pomocy srebra mozna réwniez wybarwi¢ kwasy
nukleinowe oraz oligonukleotydy, a czuto§¢ detekcji zblizona jest rowniez do 10 ng DNA na
prazek.

Barwienie fluoroforami - tradycyjnie oligonukleotydy barwione sa przy pomocy
bromku etydyny, barwnika wykazujacego wlasciwosci fluorescencyjne. Obraz separacji
makroczasteczek moze by¢ wtedy uwidoczniony w §wietle UV (okoto 300 nm). Ten sposéb
barwienia wymaga duzej ostroznosci ze strony laboranta ze wzglgdu na silnie karcinogenne
wlasciwosci bromku etydyny. Obecnie dostgpne sa liczne barwniki fluorescencyjne
pozwalajace na uwidocznienie bialek i1 oligonukleotydow po zakonczeniu elektroforezy lub
wybarwienie makroczasteczek przed separacja. Wszystkie te znaczniki uwidaczniaja
polozenie prazkow w $wietle UV lub rzadziej w $wietle widzialnym. Czuto$¢ detekcji jest
poréwnywalna z barwieniem srebrem lub jest nieco lepsza.

Znakowanie radioizotopowe - Bardzo wysoka czulo$¢ detekcji mozna uzyskac
stosujac znakowanie izotopami radioaktywnymi. Biatka 1 peptydy zwykle znakuje sig
izotopami jodu 'I lub "'I, rzadziej izotopami wegla *C, wodoru *H lub siarki *°S.
Oligonukleotydy najczesciej znakowane sa izotopem fosforu 32p lub siarki *°S. Znakowanie
makroczasteczek radioizotopami odbywa si¢ zawsze przed procesem separacji
elektroforetycznej, czgsto na etapie ich syntezy. Przy pracy z radioizotopami nalezy zawsze
zachowac¢ szczego6lna ostrozno$¢ gdyz przez nieuwage moze dojs¢ do niebezpiecznej dla
zdrowia kontaminacji organizmu. Praca z izotopami promieniotworczymi musi by¢
prowadzona w odpowiednich pracowniach pod nadzorem inspektora ochrony przed
promieniowaniem.

Immunobarwienie - jest technika pozwalajaca na wysoce selektywne barwienie
biatek 1 peptydow na membranach przy zastosowaniu specyficznych przeciwciat
znakowanych fluorescencyjnie, enzymatycznie lub radioizotopowo. W zaleznosci od rodzaju
znakowania przeciwcial méwimy o detekcji immunofluorescencyjnej, immunoenzymatycznej
lub radioimmunologicznej. W technice tej istnieje mozliwo$¢ zastosowania znakowanych
biatek A lub G, ktére specyficznie rozpoznaja 1 wiaza si¢ z fragmentem Fc immunoglobulin
IgG. Technike¢ immunobarwienia nazywa si¢ czgsto technika Western immunoblottingu
1 stosuje si¢ dla detekcji bialek. Analogiczna technike dla detekcji fragmentow
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oligonukleotydow na membranie lub w zelu nazywa si¢ hybrydyzacja, a znakowane
fragmenty sondami molekularnymi.

Barwienie enzymatyczne - jest bardzo szczegdlnym rodzajem wizualizacji enzymow,
ktore w wyniku katalizy produkuja barwny substrat. Ten rodzaj barwienia jest réwnie
selektywny jak immunobarwienie ale jego zastosowanie ograniczone jest tylko do tych
przypadkow gdy wizualizacja dotyczy bialek enzymatycznych.

Dokumentacja rozdzialbw - najprostsza forma dokumentacji rozdzialoéw
elektroforetycznych wykonanych w zZelach poliakrylamidowych jest ich wysuszenie
pomigdzy warstwa bibuly 1 celofanu lub pomiedzy dwoma warstwami celofanu. Wysuszony
w ten sposob zel mozna przechowywaé dowolnie dlugo bez widocznego uszczerbku
w jakoéci tego dokumentu. Zele poliakrylamidowe przygotowane na folii mozna suszy¢ bez
okrywania celofanem. Trudnosci pojawiaja si¢ wtedy, gdy trzeba wysuszy¢ zel o zawartosci
akrylamidu powyzej 15%. Odwodnienie Zelu powoduje silne jego obkurczenie 1 w rezultacie
pekanie. Mozna temu przeciwdziataé wypierajac z zelu wode glicerolem. Zele takie pozostaja
jednak nieco lepkie 1 musza by¢ okryte folia.

Zele agarozowe nie poddaja si¢ jednak tej formie dokumentowania. Najprostszym
sposobem utrwalenia informacji zawartej w zelu agarozowym jest sporzadzenie jego
fotografii. Technike t¢ mozna zastosowac réwniez do zeli poliakrylamidowych. Membrany po
transferze elektroforetycznym i barwnej wizualizacji makroczasteczek mozna przechowywac
rownie dhugo jak wysuszone zele poliakrylamidowe z ta jednak ro6znica, ze membrany musza
by¢ chronione od $wiatta.

Makroczasteczki ~ znakowane  radioizotopowo, lub  uwidaczniane  metoda
immunoenzymatyczna z zastosowaniem substratow chromogennych, pozwalaja stosowac
technik¢ autoradiografii lub autoluminescencji. Wykorzystuje si¢ do tego celu filmy
fotograficzne (rentgenowskie) pozostawione na okreslony czas w kontakcie z radioaktywnym
lub luminoaktywnym Zelem albo membrana. Naswietlanie filmu odbywa si¢
w $wiatloodpornej kasecie wyposazonej czgsto w specjalne ekrany wzmacniajace sygnat
Swietlny.

Od kilku lat do dokumentacji rozdziatow elektroforetycznych oraz membran stosuje
si¢ z powodzeniem kamery cyfrowe, a uzyskany obraz przechowywany jest w formie
elektronicznej w pamigci komputera lub na dyskietkach. Kamery cyfrowe pozwalaja na
uzyskanie i przetworzenie obrazu zeli i membran wizualizowanych barwnie, z zastosowaniem
znacznikow fluorescencyjnych lub substratow chromogennych. Konkurencyjna metoda
okazalo si¢ wprowadzenie skaneréw optycznych, umozliwiajacych przetwarzanie na forme
elektronicznag obrazu zeli i membran z detekcja makroczasteczek metodami barwnymi,
z zastosowaniem znacznikow fluorescencyjnych, substratéw chromogennych oraz
radioizotopéw. Obecnie uwaza sig, ze dzigki bardzo duzemu zakresowi liniowos$ci detekcji
sygnatu, metody wykorzystujace skanery optyczne pozwalaja na znaczne obnizenie progu
detekcji makroczasteczek oraz doktadniejsza analizg ilosciowa uzyskanego obrazu.

Analiza iloSciowa i jakoSciowa - Analiza jako$ciowa, majaca na celu pokazanie
obecnosci danego biatka i okreslenie jego wzglednej migracji w nosniku elektroforetycznym
moze by¢ wykonana przez proste pordwnanie potozenia poszczegdlnych prazkow i stowne
opisanie zaobserwowanego obrazu. Doktadna analiza ilosciowa i jako$ciowa wymaga jednak
zastosowania pewnych technik rachunkowych, uwzgledniajacych zar6wno informacjg
o polozeniu analizowanych prazkow, jak i o intensywnos$ci wybarwienia tych prazkow. Do
tego celu stosuje si¢ technike densytometrowania analizowanego zelu, membrany lub ich
elektronicznie przetworzonych obrazéw. Uzyskane w ten sposéb dane liczbowe pozwalaja na:
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okreslenie masy czasteczkowej (MW), wartosci punktu izolektrycznego (pl) lub liczby par
zasad analizowanej makroczasteczki w poréwnaniu z zastosowanymi wzorcami;

okreslenie ilo$ci molekut w okreslonym prazku lub spocie na podstawie poréwnania ze
znang ilo$cia tych molekul w prazkach na sasiednich $ciezkach lub w spotach uzyskanych
w rozdziatach 2D w takich samych warunkach;

okreslenie sekwencji nukleotydow w zelach sekwencyjnych
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PRZYKLADY ZASTOSOWAN

Pod ogdlna nazwa elektroforeza kryje si¢ szereg odmian technik wykorzystujacych
roznorodny sprzg¢t laboratoryjny, stosujacych rozne nosniki elektroforetyczne, separujacych
peptydy i biatka oraz kwasy nukleinowe. W prezentowanych ponizej przykladach czytelnik
odnajdzie bardzo zréznicowane techniki elektroforetyczne. Wszystkie przyktady stanowia
oryginalne osiagnigcia autordw i zostaly dobrane w ten sposob aby uzupeini¢ dostgpne na
rynku typowe noty aplikacyjne.

Zawarte w niniejszym opracowaniu przyktady pokazuja zastosowanie najczgsciej
stosowanej techniki elektroforetycznej - elektroforezy strefowej biatek (przyktady: 1, 2, 3, 4,
5, 12, 13 1 16) i kwasow nukleinowych (przyklady: 14, 15) z pewna odmiang elektroforezy
strefowej stosowanej do analizy sekwencyjnej DNA (przyktady: 17,18,19,20). Analiza biatek
w technice izoelektroogniskowania (IEF) pokazana jest w przykladach 6, 7 i 8, a pela
elektroforeza dwukierunkowa, zawierajaca w sobie zaréwno technike IEF (pierwszy
kierunek) jak i elektroforez¢ strefowa (drugi kierunek) znalazta swoj opis w przyktadach 9, 10
1 11. Przyktady 12 1 13 pokazuja mozliwosci potsuchego transferu elektroferetycznego na
membrang bialek rozdzielonych uprzednio w zelu. Przyktad 12 ilustruje jak szybko
1 efektywnie mozna dokona¢ transferu bez znaczacych strat biatek 1 peptydow, a przyktad 13
pokazuje mozliwo$¢ transferu elektroforetycznego z zelu agarozowego - technikg stosunkowo
mato znana. Transfer elektroforetyczny opisany zostat réwniez w innych przyktadach
(2,3,10), gdzie stanowil dopehienie stosowanych technik elektroforetycznych, umozliwiajac
jednoznaczna identyfikacje bialek 1 peptydow z zastosowaniem immunobarwienia.
W prezentowanych przyktadach stosowne sa réznorodne techniki wizualizacji separowanych
makroczasteczek, poczynajac od barwienia przy pomocy bigkitu Commassie
(przyktady:1,3,4,5,6,8,11,12,13 i 16), srebra (przyktady: 7,10,14 i 15), Czerni amidowe;j
(przyktad 10), Paragon blue (przyktad 12), poprzez specyficzne barwienie enzymatyczne
(przyktady: 7 1 9) oraz immunoenzymatyczne (przyktady: 2,3,10 i 13). Stosowane sa rowniez
techniki barwienia fluorescencyjnego (przyktady: 17,18,19 1 20), luminescencyjnego
(przyktad 10) oraz technika radiografii (przyktad 1) stosujaca znakowanie radioaktywne.

Inna klasyfikacja przyktadow moze by¢ pochodzenie analizowanego materiatu.
Obecnie najwigeej publikacji dotyczy badan nad materialem pochodzenia ludzkiego. Znajduje
to swoje odzwierciedlenie w prezentowanych przyktadach. Materiat pochodzacy z ludzkich
komorek jest obiektem badan 9 sposréd 20 przykitadow (1,2,3,6,11,14,17,18 i 20), podczas
gdy pozostate przyktady dotycza badania materiatu zwierzecego (4,5,10,12 1 13), ro§linnego
(7,9,19) oraz mikroorganizméw (8,151 16).

Techniki elektroforetyczne znajduja swoje miejsce tak w badaniach podstawowych
(przyktady: 1,2,7,9 i 11), klinicznych (przyktady: 3 i 14) jak i w badaniach dla celow
diagnostycznych (przyktady: 6,10,15 1 17) czy prognostycznych (przyktady: 18 i 20). Badania
utylitarne réwniez z powodzeniem stosuja techniki elektroforetyczne (przyktady: 4,5,8,12,16
i19).

Nalezy zwroci¢ uwage na niezwykla czutos¢ detekcji rozdzielanych makroczasteczek
- analiza biatek zawartych w pojedynczym pytku kwiatowym (przyktady: 7 1 9), oraz
rozdzielczos$¢ osiagana w technice 2D, gdzie mozliwa jest jednoczesna analiza od kilu do kilu
tysigcy bialek 1 peptydow, szczegdlnie z wykorzystaniem wielkoptytowego systemu
EttanDALT (przyktad 11). Nie bez znaczenia jest stosunkowa tatwos$¢ kojarzenia
poszczegbdlnych technik elektroforetycznych w celu realizacji zalozonego zadania. Zwraca
uwage laczenie elektroforezy strefowej lub immunoelektroforezy =z transferem
elektroforetycznym (przyktady: 2,3,12 1 13) oraz immunoelektroforezy z elektroforeza
strefowa i pdzniejszym transferem elektroforetycznym (przyktad 10). Nalezy rowniez docenié
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mozliwosci adaptacyjne, do szczegdlnych celéw, komercyjnie oferowanych zestawow
elektroforetycznych (przyktady: 7,8 1 9).

W zakonczeniu tego krotkiego komentarza do przyktadéw nalezy wyspecyfikowac
zastosowany sprzg¢t oferowany przez firm¢ Amersham Biosciences. Rozdziaty
elektroforetyczne w elektroforezie strefowej oraz IEF prowadzone byly w komorach do
elektroforezy poziomej Multiphor II (przyktady: 1,6 i 8) lub w komorach do elektroforezy
pionowej SE25 MightySmall (przyktady: 2,3,4,5 1 16) z wykorzystaniem zasilaczy serii
EPS3500 (przyktady: 1,3,6,7,8,9 i 10), EPS600 (przyktady: 4,5,13 i 16) oraz EPS300
(przyktad 2). Ponadto do rozdziatléw elektroforetycznych wykorzystano automatyczny system
PhastSystem (12,13 i 14) zawierajacy zintegrowany zasilacz wysokonapigciowy. Do
elektroforezy dwukierunkowej wykorzystywano zaré6wno komore do elektroforezy poziome;j
Multiphor II (przyktad 10), jak nowoczesny zestaw serii EttanDalt skladajacy si¢ z:
EttanDalt IPGphor - do rozwijania pierwszego kierunku, oraz EttanDalt twelve - do
drugiego kierunku (przyklad 11). Transfer elektroforetyczny realizowany byt
z zastosowaniem zestawow do techniki w warunkach potsuchych: NovaBlot Kit (przyktady
2 i 3) PhastTransfer Kit (przyktad 12) oraz Semi-Dry (przyktady 10 i 13). Termostatowanie
rozdziatu elektroforetycznego mozliwe jest z zastosowaniem cyrkulatora termostatujacego
serii Multitemp (przyktady: 6,8 i 10), a barwienie zeli moze by¢ realizowane z uzyciem
GelStainer - Hoefer Processor Plus (przykiad 16). Do dokumentacji i analizy rozdziatow
elektroforetycznych stsoowano systemy serii ImageMaster (przykiady: 1,2,3,4,5,7,9,11,12
1 13) a fluorescencyjnie znakowane makroczasteczki byly wizualizowane przy pomocy
skanera fluorescencyjnego serii Typhoon (przyktad 3). Ilos¢ biata lub kwasow nukleinowych
w probce z tatwoscia oznaczano przy pomocy spektrofotometru GeneQuant Calculator
(przyktady 3 1 12), a analiz¢ sekwencyjna DNA oraz analiz¢ fragmentéw wykonano z pomoca
automatycznego sekwenatora DNA z serii ALF Express (przyktady: 17,18,19 1 20).

Firma Amersham Biosciences dostarcza réwniez wszystkie materiaty, akcesoria
1 odczynniki niezbg¢dnych do realizacji dobrych jakosciowo rozdziatow elektroforetycznych.
Produkty te, podobnie jak aparatura, w tekscie opracowania zaznaczone zostaly wythuszczona
czcionka, a petna o nich informacj¢ mozna znalez¢ w aktualnych katalogach firmy Amersham
Biosciences lub na stronie internetowej fvww.amershambiosciences.com|.
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Przyklad 1.

DETEKCJA FOSFORYLACJI BIALEK POWIERZCHNIOWYCH BLON KOMOREK
SRODBLONKA Z UDZIALEM EKTOKINAZ BIALKOWYCH

Pawlowska Z.

Zaktad Biofizyki Molekularnej i Medycznej, Instytut Fizjiologii i Biochemii, Uniwersytet
Medyczny w Lodzi, ul. Mazowiecka 6/8, 92-215 £.6dz, e-mail: pawlow(@zdn.am.lodz.pl|

Wprowadzenie

Proces fosforylacji biatek jest podstawowym mechanizmem postranslacyjnej regulacji
w uktadach biologicznych. Jest on jednym z gléwnych mechanizméw sktadajacych sig¢ na
odpowiedz komorki na fizjologiczne czynniki regulujace jej funkcj¢. Ten podstawowy proces
regulujacy réznorodne funkcje komorkowe jest katalizowany przez enzymy — kinazy
biatkowe. Wykazano juz istnienie kinaz biatkowych (ektokinaz) na powierzchni wielu typow
komorek. Wykrycie zewnatrzkomorkowej fosforylacji biatek powierzchniowych komorek
srodbtonka ludzkiego zapoczatkowato badania nad identyfikacja 1 charakterystyka biatek
fosforylowanych przez ektokinazy. Do opisanych tutaj badan uzyto komoérek $rodbtonka
ludzkiego izolowanych z zyly pgpowinowej oraz linii unie$miertelnionych komorek
srodbtonka. Identyfikacje tych biatek znacznie utatwilo zastosowanie systemu do
elektroforezy poziomej Multiphor II z uzyciem gotowych zeli gradientowych.

Material:

1 Komorki §rodbtonka ludzkiego izolowane z zyly pgpowinowej (HUVEC).

2 Linia komorek s$rodbtonka EA.hy 926 otrzymana w darze z Uniwersytetu w North
Carolina w USA.

3 Standardy elektroforetyczne (broad range: 200 K, 116.2, 97.4, 66.2, 42.7, 31,
21.5, 14 K).

4 Zele poliakryloamidowe ExcelGel™ SDS, gradient 8-18%.

5 Plytki do hodowli komorkowej firmy (Costar).

6 Filmy do autoradiografii X-OMAT AR (Eastman Kodak Company).
7 Folia spozywcza (Saran Wrap).

Aparatura:

1 Inkubator ptytek do hodowli komoérkowe;.

2 System do elektroforezy poziomej Multiphor II.

3 Zasilacz EPS 3500.

4  System do analizy i dokumentacji zeli Image Master VDS ver. 2.0

Odczynniki:

1 Pozywki do hodowli komorkowej (GIBCO): RPMI, DMEM, FBS, bufor PUCK’a, HAT,
ptodowa surowica cielgca (FCS).

2 Bufor do reakcji fosforylacji KRB (Krebs-Ringer buffer; pH 7.4): 145 mM NaCl,
S5mM KClI, 1,28 mM CaCl,, 1,20 mM MgCl,, 20 mM glukoza, 25 mM HEPES
i 1 mM Na,HPOs,.

3 [y-?P]ATP.
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Bufor do probek 6x (1,2g SDS, 1,2 ml B-ME, 3,6 g sacharoza, 1,25 ml 3M Tris-HCI, 4 ml
EDTA 150 mM 1 0,24 ml 0,5% bromophenol blue uzupeliono do 10 ml woda
destylowana, pH 6,75).

Interferon gamma IFy (Sigma).

Barwnik do zeli: Commassie Brilant Blue.

Ptukacz do zeli: wodny roztwor 40% metanolu 1 10% kwasu octowego.

Wodny roztwoér 10% kwasu octowego.

Wodny roztwoér 10% gliceryny.

Przygotowanie préobek do elektroforezy:

Przygotowanie komorek ludzkiego $rodblonka:

a/ komorki HUVEC (human umbilical vein endothelial cells).

Komorki te izolowa¢ z zyly pgpowinowej wg. metody Jaffe i in. (1), a nastgpnie
hodowa¢ w pozywce RPMI, w obecnosci 20% FCS, na 48-studzienkowych ptytkach do
hodowli komorkowej (Costar), w ktérych nastgpnie prowadzié¢ takze reakcje
fosforylacji.

b/ Hodowla linii komoérek $rédbtonka ludzkiego. Uniesmiertelnione komorki §rodbtonka
ludzkiego hodowa¢ podobnie jak HUVEC, lecz z uzyciem pozywki DMEM z
dodatkiem 10% surowicy wotowej oraz HAT (hypoxantine, aminophterin and
thymidine).

Przed eksperymentem komorki przemy¢ 3-krotnie buforem KRB.

Reakcje fosforylacji zapoczatkowaé przez dodanie [y->"P]JATP.

Reakcje zatrzymac poprzez dodanie do studzienek buforu do prébek.

Probki po reakceji fosforylacji, zebrane ze studzienek do hodowli komorkowe;,

natychmiast ogrza¢ do temperatury 95°C, inkubowa¢ w ciagu 5 min.

Tak przygotowane probki zastosowa¢ do rozdziatow elektroforetycznych.

Uwaga:

1

Ze wzgledu na stosowanie znacznika promieniotwérczego [y -°PJATP, doswiadczenie
mogq wykonywac¢ tylko osoby przeszkolone w zakresie pracy ze Zrodiami
promieniotworczymi, z zachowaniem odpowiednich regut pracy oraz odpowiednich oston.
Wszystkie czynnosci z probkami zawierajqcymi preparat promieniotworczy nalezy
wykonywac¢ w rekawiczkach ochronnych; zaleca sie stosowanie okularow oraz masek
ochronnych.

Przeprowadzenie reakcji fosforylacji bezposrednio na ptytkach, na ktorych komorki byly
hodowane zapewnilo speinienie podstawowego warunku fosforylacji zewnqtrz-
komorkowej - uzycie do reakcji komorek nienaruszonych.

Przygotowanie systemu do pracy

Przygotowac: gumowe rekawiczki, nozyczki, wodg¢ destylowana, 70% etanol, zele,
bufory, aplikator probek, pojemnik na odpady promieniotworcze.

Przed rozpoczgciem rozdziatu biatek nalezy przemyc¢ etanolem podstawe, na ktorej bedzie
umieszczany zel, ptytg szklang oraz elektrody (bardzo delikatnie, wzdhuz elektrod).

Warunki rozdzialu elektroforetycznego:

Napigcie: 600 V
Natezenie pradu: 50 mA
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Moc: 30 W
Czas rozdziatu okoto 1.5 godz. Rozdziat przerywano po zblizeniu si¢ ,,frontu”
rozdzielanych probek do buforu anodowego.

Przebieg doswiadczenia:

A. Rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji fosforylacji:

- Po reakcji fosforylacji biatka komorek §rédblonka rozdzieli¢ w poliakrylamidowym zelu
gradientowym ExcelGel™ SDS, 8-18% w warunkach podanych powyze;.

- Zele i bufory umiesci¢ w aparacie Multiphor II zgodnie z instrukcja producenta, objeto$é
nanoszonej probki: 30 pl.

- Po zakonczeniu rozdziatlu elektroforetycznego zele wyjac i poddaé barwieniu.

- Po odbarwieniu zele pozostawi¢ na 2 godziny w 10% kwasie octowym, a nastgpnie na
1 godzing w 10% glicerynie.

- Wybarwione zele wysuszy¢ w temperaturze pokojowej i podda¢ autoradiografii

Uwaga:
3 Podczas barwienia i odbarwiania zZele delikatnie mieszac.

B. Autoradiografia:

- Wysuszone zele elektroforetyczne pokry¢ folia spozywcza (Saran Wrap).

- Do detekcji ufosforylowanych biatek powierzchniowych uzy¢ filmow firmy Kodak.

- Analiz¢ densytometryczna autoradiograméw przeprowadzi¢ przy uzyciu skanera
optycznego, o rozdzielczosci nie gorszej niz 300 dpi, oraz programu Image Master VDS
ver. 2.0.

Postgpowanie po zakonczeniu doSwiadczenia:

Usuna¢ bufory oraz aplikator do specjalnego pojemnika na odpady. Podstawg oraz
plyte szklana umy¢ woda destylowana. Przemy¢ elektrody woda destylowana, a nast¢pnie
70% etanolem.

Oczekiwane wyniki:

Bialka komorkowe rozdzielone w zelu poliakrylamidowym 8-18% i wybarwione
btekitem Coomassie przedstawione sa na rys. 1.1A (HUVEC) oraz rys. 1.2A (EA.hy 926).
Wyraznie widoczne na zelu prazki o masie okoto 17 K odpowiadaja IFN-y. Odpowiadajace
tym rozdzialom autoradiogramy przedstawiajace produkty reakcji  fosforylacji
zewnatrzkomorkowej - ufosforylowane biatka powierzchniowe komorek $rodbtonka,
przedstawione sa na rys.1.1B (HUVEC) i rys. 1.2B (EA.hy926). Oprocz fosforylowanych
biatek endogennych, fosforylacji przez ektokinazg¢ komoérek srodbtonka ulega rowniez dodany
egzogennie IFN-y (dodatkowy pasek odpowiadajacy IFN-y widoczny na autoradiogramie).
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Rys. 1.1

Fosforylacja zewnatrzkomorkowa z
udziatem ektokinazy biatkowe; w
komoérkach HUVEC.

(A) — rozdziat elektroforetyczny
biatek w zelu gradientowym 8-18%,
wybarwionym bigkitem Coomassie.
Linia 1 odpowiada 10 min reakcji
fosforylacji, linia 2 — 30 min, linia 3
— 30 min w obecnosci IFN-y.

(B) Autoradiogram odpowiadajacy
zelowi z czgsci (A).

Rys. 1.2

Fosforylacja zewnatrzkomorkowa
z udzialem ektokinazy biatkowej w
komorkach srodbtonka EA.hy 926.

(A) — rozdziat elektroforetyczny biatek
w  zelu gradientowym  8-18%,
wybarwionym bigkitem Coomassie.
Linia 1 odpowiada 10 min reakcji
fosforylacji, linia 2 — 10 min reakcji
w obecnosci IFN-y, linia 3 — 30 min
reakcji w obecnosci IFN-y.

(B) - Autoradiogram odpowiadajacy
zelowi z czesci (A).

PiSmiennictwo:
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97,4 K
66,2 K
42,7 K
31,0 K

21,5 K
14,0 K

57,4 K

66,2 K

7T K

3,0 K

1,5 K

14,0 K

1. Jaffe E.A., Nachman R.L., Becker C.G., Minick C.R. Culture of human endothelial cells
derived from umbilical veins. J. Clin. Invest. 52, 2745-2756 (1973).
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Przyklad 2.
FOSFORYLACJA BIALEK W PLYTKACH KRWI STYMULOWANYCH KOLAGENEM

Kralisz U.

Zaktad Biofizyki Medycznej i Molekularnej, Instytut Fizjologii i Biochemii, Uniwersytet
Medyczny w Lodzi, ul. Mazowiecka 6/8, 92-215 £.6dz, e-mail: yilakr@yahoo.com|

Wprowadzenie:

Aktywacja ptytek krwi przez wszystkie fizjologiczne czynniki aktywujace, w tym
trombing, kolagen, ADP, epinefryng 1 TxA,, prowadzi do wielu charakterystycznych zjawisk,
takich jak zmiana ksztaltu ptytek, uwalnianie sktadnikow z ziarnisto$ci plytkowych do
srodowiska zewnatrzkomorkowego, wiazanie fibrynogenu do glikoproteiny (GP) IIb/Illa
oraz do agregacji plytek krwi (1). Zjawiska te regulowane sa przez liczne procesy
biochemiczne, w tym przez fosforylacje reszt tyrozynowych bialek ptytek krwi. Fosforylacja
ta odbywa si¢ z udzialem biatkowych kinaz tyrozynowych. Istnieje szereg danych
wskazujacych na niezmiernie istotna rol¢ biatkowych kinaz tyrozynowych w regulowaniu
funkcji ptytek krwi: a) Czynniki stymulujace plytki krwi wywotuja silng fosforylacj¢ wielu
biatek wewnatrzptytkowych. Fosforylacja ta przebiega w kilku etapach, sugerujac udziat
w nich roznych kinaz i/lub fosfataz. Czynniki aktywujace plytki wywoluja podobna, ale nie
identyczna fosforylacj¢ reszt tyrozynowych, co sugeruje, ze receptory tych czynnikow
dziataja przez czgsciowo podobne, ale nie identyczne szlaki przekazywania sygnatu.
b) Czynniki stymulujace ptytki krwi wywotuja aktywacj¢ biatkowych kinaz tyrozynowych.
¢) Inhibitory kinaz powoduja zahamowanie ptytkowych funkcji (2, 3).

Aktywacja ptytek przez kolagen rdzni si¢ znacznie od aktywacji indukowanej przez
inne czynniki. Po pierwsze, cykliczny AMP nie hamuje indukowanej kolagenem aktywacji
ptytek. Po drugie, aktywacja ptytek kolagenem powoduje zalezna od fosforylacji aktywacjg
fosfolipazy PLCy2. Po trzecie, kolagen jest jedynym aktywatorem, ktorego receptory dzialaja
w sposob odzwirciedlajacy dziatanie receptoréw immunologicznych na limfocytach (4,5).
Ponizej przedstawiono probe zidentyfikowania kinaz i ich substratow uwiktanych w proces
aktywacji ptytek krwi kolagenem.

Material:

1 Krew ludzka pobrana od zdrowych dawcow, antykoagulowana ACD

2 Prostaglandyna E;.

3 Kolagen typ I ze $ciggien konskich (Chrono-Log Inc.).

4 Standardy mas czasteczkowych Rainbow: (miozyna (200 K), albumina wotowa (69 K),

ovoalbumina (46 K) anhydraza weglanowa (30 K), inhibitor trypsyny (21, 5 K), lizozym
(14, 3 K).

N-etylomaleimid

PMSF (fenylometylosulfonylofluorek).

Ortowanadan sodu.

Przeciwciato monoklonalne 4G10 przeciwko fosfotyrozynie.

9 Przeciwciatlo monoklonalne przeciwko fosfoproteinie pp120.

10 IgG kozie, skierowane przeciwko mysim IgG, sprzgzone z alkaliczna fosfataza.

11 Substraty dla alkalicznej fosfatazy.

0 3 O DN
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Aparatura:

01N DN B W~

Agregometr Labor Apact.

Aparat do elektroforezy pionowej SE 250

Zestaw do przygotowania zeli SE 250 Gel Caster.

Zasilacz EPS 301

Zestaw do potsuchego transferu biatek Multiphor II NovaBlot Unit.

Program komputerowy do archiwizacji i ewaluacji zeli ImageMaster VDS, ver. 2.0
Skaner optyczny Mustek 1200 Pro.

Wirdéwka z rotorem horyzontalnym.

Odczynniki:

1

2

— O 00 3N L

12

13
14

ACD - antykoagulant o sktadzie: 2 g glukozy, 2,5 g cytrynianu sodowego, 1,36 g kwasu
cytrynowego rozpuszczone w 100 ml wody destylowane;.

Bufor A do przemywania ptytek o sktadzie: 128 mM NaCl, 4,3 mM Na,HPO4 7,5 mM
NaH,P04, 2,3 mM kwas cytrynowy, 4,8 mM cytrynian sodowy, 5,5 mM glukoza, 0,35 %
albumina wotowa, pH 5,5.

Bufor B do zawieszenia ptytek o sktadzie: 150 mM NacCl, 5 mM Tris-HCI, 2 mM MgCl,,
5 mM glukoza pH 7.,4.

Roztwor C: 40% akrylamid, 1,05% bis-akrylamid

Bufor D dla zelu separujacego (4xstezony): 1,5 M Tris, 14 mM SDS, pH 8,8.

Bufor E dla zelu ogniskujacego (4xstgzony): 0,5 M Tris 14 mM SDS, pH 6,8.

Roztwor F: 10% nadsiarczan amonu - §wiezo przygotowany.

Roztwor G 50% gliceryna.

TEMED

Bufor do lizy plytek krwi o sktadzie: 2% SDS, 0,062 M Tris-HCI, 0,01% biekit
bromofenolowy, 10% glicerol, pH 6,8.

Bufor elektrodowy: 3 g Tris-HCI, 14,4 g glicyny, 1 g SDS rozpuszczone w 1 litrze wody
destylowanej.

Bufor do transferu: 0,1 g SDS, 3 g Tris-HCIl, 14, 4 g glicyny, 20% metanolu,
rozpuszczone w 1000 ml wody destylowanej, pH 8,5.

Bufor TBS o sktadzie: 140 mM NaCl, 5 mM Tris-HCI, pH 7, 5.

Bufor do reakcji alkalicznej fosfatazy z jej substratami: 100 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl,
5 mM MgCl,, pH 9,5.

Otrzymywanie zawiesiny plytek krwi:

Krew pobiera¢ na ACD w sosunku 1:9.

Plytki krwi izolowac z osocza zgodnie z uprzednio opisana metoda (6), skrotowo
przedstawiong ponizej.

Plazmg bogatoptytkowa otrzymac przez odwirowanie petnej krwi przy 200 x g przez 20
min w 22°C.

Do plazmy bogatoptytkowej doda¢ prostaglandyng¢ E; (koncowe stezenie 1 pg/ml) oraz
0,2 M kwas cytrynowy w ilo$ci potrzebnej do zakwaszenia plazmy do pH 5,5.

Plazme bogatoptytkowa wirowa¢ przy 1000 x g przez 20 min w 22°C.

Uzyskane osad ptytkowy zawiesi¢ w buforze i wirowa¢ przy 1000 x g, przez 10 min

w 22°C.

Otrzymany osad plytek przemy¢ dwukrotnie w buforze A.

Przemyte ptytki zawiesi¢ w buforze B.

Oznaczy¢ liczbe ptytek krwi w zawiesinie przy pomocy metody fotometrycznej (7).
Rozcienczano zawiesing plytek do liczby 4 x 10%/ml.
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Agregacja plytek krwi:

Do kuwety pomiarowej, zawierajacej mieszadetko, doda¢ 200 ul zawiesiny ptytkowe;.
Wyzwoli¢ dziatanie agregometru ustalajac kontrolg 100% i 0%.

Dodac¢ kolagen typ I ze Sciggien konskich w ilosci 1 pg/ml.

Reakcjg agregacji konczy¢ w zatozonym czasie: 30, 120 lub 180 sekund od momentu
dodania kolagenu. W tym celu doda¢ do zawiesiny ptytkowej buforu do rozpuszczania
probek (v:v 1:5).

Do rozpuszczonej zawiesiny ptytkowej doda¢ inhibitory proteaz: N-etylomaleimid oraz
PMSF (po 2 mM) oraz inhibitora fosfataz: ortowanadan sodu (1 mM).

Rozpuszczone probki natychmiast gotowaé w 100°C przez 5 min i przechowywac

w zamrazarce (-20°C) do momentu uzycia do rozdzialow elektroforetycznych.

Rozdzial elektroforetyczny:
Przygotowanie zelu:

Odtlusci¢ szklane i termostatujace plytki 70% alkoholem i zestawi¢ je stosujac 1 mm
przektadki dystansowe. Cato$¢ umiesci¢ w zestawie do przygotowywania zeli.
Przygotowac¢ 8% zel. W tym celu pobra¢ 1,5 ml odczynnika C (akrylamid - bis-
akrylamid), 1,875 ml odczynnika D (running buffer), 75 pl odczynnika F (nadsiarczan
amonu), 63 pl odczynnika G (gliceryna) i dopetni¢ woda do 7,5 ml.

Doktadnie ale delikatnie wymiesza¢ i doda¢ 7,5 ul TEMEDu, ponownie wymieszac¢

1 natychmiast wla¢ migdzy przygotowane ptytki kasety do elektroforezy.

Delikatnie nanie$¢ na powierzchnig¢ wylanego zelu ok. 150 pl alkoholu butylowego lub
wody. Pozostawi¢ na czas okoto 20 minut w celu spolimeryzowania.

Dla przygotowania 3,5% strefy zelu ogniskujacego (stacking gel) pobra¢ 90 pl
odczynnika C, 0,25 ml odczynnika E, 20 pl odczynnika F, 1,15 ml wody.

Usuna¢ z powierzchni spolimeryzowanego zelu uprzednio naniesiony alkohol lub wodg.
Po doktadnym i delikatnym wymieszaniu sktadnikow zelu doda¢ 1 pl TEMEDu,
wymieszac 1 natychmiast nanies¢ migdzy phytki

Bezzwlocznie wsuna¢ miedzy ptytki grzebien i odczeka¢ okoto 30 minut do ukonczenia
polimeryzacji.

Uwaga:

1

2

3

Wszystkie czynnosci wykonywac w lateksowych rekawiczkach. Przy odwazaniu
akrylamidu, bis-akrylamidu i SDS stosowac¢ maske i okulary ochronne.

Wykorzystany zel poliakrylamidowy traktowaé zawsze jako potencjalne niebezpieczny dla
ludzi. Sktadowac wraz z innymi odpadami toksycznymi.

Polimeryzacje zelu prowadzi¢ w temperaturze pokojowej. W razie potrzeby
przeprowadzenia polimeryzacji w nizszych lub wyzszych temperaturach, czas trwania
polimeryzacji ulega odpowiedniej zmianie.

Do wszystkich buforow stosowac¢ dejonizowaqa wode z systemu Milipore Milli-Q
dodatkowo odpowietrzang.

Przygotowanie probek:

Rozmrozi¢ probki w temperaturze pokojowe;.

Doda¢ do probek p-merkaptoetanolu do koncowego stezenia 5 % i zagotowaé je w 100°C
przez 5 minut.

Podobnie przygotowa¢ standardy biatkowe Rainbow.
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Przygotowanie aparatu do elektroforezy:

- Po spolimeryzowaniu zelu przenie$¢ go wraz z ptytkami do aparatu, w ktorym rozwijana
bedzie elektroforeza.

- Poumocowaniu zelu delikatnie wyja¢ grzebien, a do dolnego i1 géornego zbiornika nala¢
buforu elektrodowego, tak aby zapewni¢ jego styk z zelem.

- Przy pomocy strzykawki z cienka igta przemy¢ powstate w zelu studzienki buforem
elektrodowym.

- Nanie$¢ probki w odpowiednie studzienki, notujac potozenie probek w protokole do
elektroforezy.

- Podtaczy¢ zestaw do zasilacza.

Warunki elektroforezy:

- Elektroforezg prowadzi¢ w czasie 10-15 min przy 100 V, to jest do czasu az biatka
opuszcza zel ogniskujacy.

- Kontynuowa¢ rozdzial w zelu separujacym przy 150 V w czasie 20-25 min.

- Elektroforeze zakonczy¢ gdy front rozdziatu (barwnik) dotrze do dolnego konca zelu.

Przygotowanie aparatu do transferu:

- W systemie Multiphor II usuna¢ ruchome elektrody i plytg termostatujaca, a umocowac

dodatnia elektrode grafitowa z zestawu NovaBlot.

- Przyciaé 6 arkuszy bibuly filtracyjnej i arkusz nitrocelulozy o wymiarach 9x7 cm.

Przycigte arkusze namoczy¢ w buforze do transferu.

- Nalozy¢ na anodg trzy namoczone arkusze bibuly, a na nie natozy¢ namoczony arkusz

nitrocelulozy.

- Przy pomocy plastikowego klina ostroznie rozsuna¢ ptytki i zdja¢ z nich zel zawierajacy

rozdzielone bialka.

- Delikatnie przenie$¢ zZel na nitrocelulozg i nakry¢ go trzema arkuszami namoczonej bibuty.

- Przykry¢ i docisna¢ gorna (ujemna) elektrode grafitowa.

Uwaga:

5 Zwracacé bacznq uwage aby pomiedzy warstwami bibuly, nitrocelulozy i zelu nie pozostato
uwiezione powietrze. W miejscu gdzie obecne jest powietrze nie przeptywa prqd i transfer
nie zachodzi.

6 Wszystkie operacje z nitrocelulozq wykonywac przy uzyciu pesety.

Warunki transferu:
- Transfer prowadzié przy gestosci pradu 0,5 mA na cm” (30 mA na zel) przez noc.

Immunobarwienie:

- Arkusz nitroceluzy po transferze elektroforetycznym inkubow¢ z 3 % odtuszczonym
mlekiem rozpuszczonym w buforze TBS w czasie 1 godziny w temperaturze pokojowe;j.

- Nastepnie doda¢ z przeciwciatlo monoklonalne 4G10 do koncowego stezenia 1ug/ml.

- Inkubowac przez 2 godziny w temperaturze pokojowe;.

- Po zakonczonej inkubacji arkusze nitrocelulozy przemy¢ czrterokrotnie buforem TBS
(kazde przemywanie w czasie 20 minut).

- Inkubowa¢ z drugimi przeciwcialem (kozie IgG skierowane przeciwko mysim IgG)
sprzgzonym z alkaliczng fosfataza. Inkubacj¢ kontynuowac przez 2 godziny w
temperaturze pokojowe;.

- Czterokrotnie przemy¢ nitroceluloz¢ (przez 20 minut kazde przemywanie).

- Wybarwi¢ dodajac substratow dla alkalicznej fosfatazy.
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-  Wysuszona nitrocelulozg podda¢ skanowaniu.

- Uzyskany obraz podda¢ analizie przy pomocy programu ImageMaster VDS.

- Identyfikacji niektorych kinaz 1 ich substratéw mozna dokonac¢ stosujac przeciwciata
skierowane przeciwko tym kinazom i ich substratom. Przy ich uwidacznianiu postgpowac
analogicznie jak powyze;j.

Oczekiwane wyniki:

Fosforylacja bialek na réznych etapach aktywacji plytek krwi wywolanej kolagenem
pokazana jest na rys. 2.1A. Aktywacja ptytek kolagenem wywoluje wzrost fosforylacji biatek
1 po czasie 30 sekund, czyli po zakonczeniu zmiany ksztaltu ptytki z dyskoidalnego na
kulisty, obserwuje si¢ obecno$¢ 8 bialek o masach czasteczkowych 120, 82, 80, 67, 65, 60, 58
1 56 K, ufosforylowanych na tyrozynie. Po czasie 180 sekund, gdy wyst¢puje maksymalna
agregacja, pojawiaja si¢ nowe biatka o masach czasteczkowych 90, 78, 70, 75 1 48 K
z ufosforylowanymi resztami tyrozynowymi.

Identyfikacji niektorych kinaz i ich substratow dokonywano na podstawie ich mas
czasteczkowych oraz rozpoznania przez specyficzne przeciwciata. Rysunek 2.1B pokazuje
identyfikacje kinazy pp60“* oraz jej substratu fosfoproteiny pp80/85. Analiza
densytograméw pozwala na wykazanie zmian intensywnosci fosforylacji. Zmiany takie,
obserwowane dla kinazy pp60°™* oraz jej substratu fosfoproteiny pp80/85 pokazane sa na
rys. 2.2. Fosforylacja kinazy pp60“™ jest bardzo szybka i osiaga maksimum juz 30 sekund po
dodaniu kolagenu do zawiesiny ptytek krwi, pozostajac na tym samym poziomie do czasu 180
sekund aktywacji. Fosforylacja pp80/85 jest wolniejsza, osiaga maksimum po czasie 60
sekund i nieco sie zwicksza w czasie do 180 sekund.

—200k — 200 k
pI120 — == - = - L
p90yk— o ae 7Kk — 97k
p72 — -— s —69 k
pe6s — ;:‘- -— - — 69Kk
p60 — . -
— e a8k L
— 48k
1 2 3 4
A B 12 3

Rys. 2.1

Fosforylacja bialek podczas aktywacji ptytek krwi kolagenem. Plytki krwi aktywowano kolagenem
typ 1. Biatka ptytek krwi rozdzielano w 8 % zelach poliakrylamidowych.i przenoszono na
nitrocelulozg. A - Biatka zawierajace ufosforylowane reszty tyrozynowe uwidaczniano za pomoca
monoklonalnych przeciwciat 4G10 skierowanych przeciwko fosfotyrozynie. Linie 1, 2, 3 odpowiadaja
ptytkom stymulowanym przez 180, 120 i 30 sekund, linia 4 - ptytki niestymulowane. Kazda linia
zawiera biatka z 1x107 ptytek krwi. Markery mas czasteczkowych pokazane sa z prawej strony zelu.

B - Biatka bton plytek krwi aktywowanych przez 180 sekund rozdzielano w Zelach
poliakrylamidowych, przenoszono na nitroceluloze i inkubowano z przeciwciatami dla fosfotyrozyny -
linia 1, z przeciwciatami dla kinazy pp60“™ - linia 2 i z przeciwciatami dla fosfoproteiny pp80/85 -
linia 3.
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O kinaza pp60c-src

E fosfoproteina pp120

Powierzchnia pod pikiem
(jednostki wzgledne)

Rys. 2.2

Zawarto$¢ fosfotyrozyny w kinazie pp60°™ (stupki biate) oraz w fosfoproteinie pp80/85
(stupki zakreslone) analizowane za pomoca programu ImageMaster VDS ver. 2. 1- plytki
niestymulowane, 2- ptytki stymulowane przez 30 sekund, 3- ptytki stymulowane przez 180

sekund.
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Przyklad 3.

OCENA POZIOMU FOSFORYLACJI BIALEK PLYTEK KRWI AKTYWOWANYCH ADP
U CHORYCH Z PRZEWLEKELA NIEWYDOLNOSCIA NEREK

12Walkowiak B., 'Tanski W., 'Koziotkiewicz W.

'Zaklad Biofizyki Molekularnej i Medycznej Instytutu Fizjologii i Biochemii Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi, ul Mazowiecka 6/8, 92-215 L6dz,

oraz
?Zaktad Biofizyki Instytutu Inzynierii Materiatowej Politechniki £.6dzkiej, ul. Stefanowskiego
1/15, 90-924 1.6dz, e-mail: pogdan.walkowiak(@csk.am.lodz.pl|

Wprowadzenie:

Przewlektej niewydolnosci nerek, niezaleznie od pierwotnej przyczyny wystapienia
schorzenia oraz sposobu leczenia, towarzyszy skaza krwotoczna. Przyczyn jej upatruje sig
w dziataniu toksyn mocznicowych nagromadzonych w osoczu oséb chorych. Pokazano, ze
ptytki krwi pochodzace od osoby z przewlekta niewydolnoscia nerek stabiej odpowiadaja na
dziatanie fizjologicznych agonistow, szczeg6élnie na ADP, i wykazuja znaczne uposledzenie
w procesie agregacji (1). Inne doniesienia wskazuja na zaburzenie w gospodarce i mobilizacji
jondéw wapnia oraz w ekspozycji na powierzchni ptytek krwi receptora dla fibrynogenu (2,3).
Przyczyng obnizonej ekspozycji receptora fibrynogenu mozna z kolei wigza¢ z obnizona
sztywnos$cia btony ptytkowej, co moze wynika¢ z zaburzenia w pracy pomp jonowych
1 obnizenia potencjalu spoczynkowego btony (2,3). Skrotowo przedstawiony powyzej obraz
sktania do hipotezy, ze przekazywanie sygnatow zarowno przez btong¢ do wngtrza phytki krwi
jak 1w jej wnegtrzu jest zaburzone. Zaburzenie przekazywania sygnatow
wewnatrzkomorkowych powinno znalez¢ swoje odzwierciedlenie w zmienionym obrazie
fosforylacji biatek ptytkowych bioracych udzial w procesie aktywacji ptytek krwi.

Material:
1 Osocze bogatoptytkowe pochodzace od:

- pacjentéw dializowanych,

- pacjentéw niedializowanych

- grupy kontrolne;.
Mysie przeciwciato monoklonalne PY-20 rozpoznajace ufosforylowana formg tyrozyny,
(Santa Cruz Biotechnology).
Standardy elektoforetyczne - presteined SDS-PAGE.
Izotop jodu I'* (Polatom).
Sephadex G-25 (Amersham Pharmacia Biotech).
Albumina wotowa (Sigma).
IODO-BEADS Ilodination Reagent (Pierce).
Plastikowa pipeta jednorazowa 5 ml.
Probowki eppendorfta 1,5 ml.

[\
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Aparatura:

1 System do elektroforezy pionowej SE 250.

2 System do elektrotransferu technika potsucha Multiphor II NovaBlot Kkit.

3 Zasilacz EPS-3500.

4 Termoblok do ogrzewania prébek do elektroforezy Type 17600 Thermodyne Dry-Bath.
5 Wiréwka do probéwek eppendorffa MPW-300.
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Spektrofotometr GeneQuant Calculator.
Licznik promieniowania Yy ZM 701 (Polon).
Skaner do bez filmowej autoradiografii Typhoon.
Skaner optyczny Mustek 1200 PRO

0 Program komputerowy do analizy obrazu ImageMaster VDS ver. 3.0

Odczynniki:
Odczynniki do elektroforezy - wodne roztwory:

6

7

8

9

1

1
A.
B.
C.
D.
E.
F.
G.
H.
L
L.
K.

2

3

4

Roztwor akrylamidu: 40% akrylamid, 1,05% bis-akrylamid

Bufor dla zelu separujacego (running gel) (4xstezony): 1,5 M Tris, 14 mM SDS, pH
8,8

Bufor dla zelu ogniskujacego (4xstezony): 0,5 M Tris 14 mM SDS, pH 6,8

10% nadsiarczan amonu (§wiezo przygotowany)

50% gliceryna

TEMED

Bufor elektrodowy (10 x stezony): 0,25 M Tris 1,92 M glicyna 35 mM SDS, pH 8,3
Bufor do probek (4 x stezony): 62,5 mM Tris, 10% gliceryna, 2% SDS, 0,0025%
btekit bromofenolowy, pH 6,8

Bufor do probek redukujacy z dodatkiem 5% [-merkaptoetanolu

Do barwienia zeli: 0,5% Coomassie Brilliant Blue R 250

Do odbarwiania zeli: 10% kwas octowy, 50% metanol

Bufor TBS o sktadzie: 10 mM Tris, 0,14 M NaCl, pH 7,4
Bufor do transferu: 25 mM Tris, 192 mM glicyna, 20% CH3;OH pH 8,3
Odczynniki do znakowania przeciwciat:

L.

Bufor PBS: 3,3 mM NaH,POy, 6,7 mM Na,HPOy, 0,14 M NaCl, pH 7,4

M. Bufor fosforanowy: 3,3 mM NaH,PO,, 6,7 mM Na,HPO, pH 7.4

N.
0.

Roztwor jodku potasu: 1% KI
Odthluszczone granulowane mleko wolowe.

Przygotowanie préobek do elektroforezy:

Do 250 pl osocza bogatoptytkowego doda¢ 50 pl buforu do prébek i ogrzewaé przez

5 minut w temperaturze 95 ° C.

Probki zamrozi¢ (- 70 °C) i przechowywa¢ do czasu analizy.

Probki do analizy po rozmrozeniu wirowa¢ 10 minut (wirowka MPW-300).

Doda¢ 1 ml buforu do probek 1 doktadnie wymieszaé. W przypadku powstania agregatu
starac si¢ go rozpusci¢ przez wielokrotne pipetowanie.

Probki ponownie wirowac przez 10 minut.

Okresli¢ stezenie biatka w supernatancie (GeneQuant Calculator)

Pobrac¢ taka ilo$¢ supernatantu aby po zmieszaniu z buforem do probek stgzenie biatka
na poziomie 4,5 mg/ml (w 100 pl)

Do analizy elektroforetycznej pobra¢ 20 pl (90 pg biatka) i doda¢ dodawano 5 pl
redukujacego buforu do probek, ogrzewaé 5 minut w temperaturze 95 ° C.

Przygotowanie zelu poliakrylamidowago:

Odtlusci¢ szklane i termostatujace ptytki 70% alkoholem i zestawié je stosujac 1 mm
przektadki dystansowe. Cato$¢ umiesci¢ w zestawie do przygotowywania zeli.

Przygotowa¢ 8% zel homogeniczny (running gel). W tym celu pobra¢ 1,5 ml
odczynnika A (akrylamid - bis-akrylamid), 1,875 ml odczynnika B (running buffer),
75 Ml odczynnika D (nadsiarczan amonu), 63 pl odczynnika E (gliceryna) i dopetnié
woda do 7,5 ml.
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Doktadnie ale delikatnie wymiesza¢ 1 doda¢ 7,5 ul TEMEDu, ponownie wymiesza¢ i
natychmiast wla¢ migdzy przygotowane plytki do elektroforezy.

Delikatnie nanie$¢ na powierzchni¢ wylanego zelu ok. 150 pl alkoholu butylowego lub
wody. Pozostawi¢ na czas okoto 20 minut w celu spolimeryzowania.

W celu przygotowania 3,5% strefy zelu ogniskujacego (stacking gel) pobra¢ 90 pl
odczynnika (A), 0,25 ml odczynnika C, 20 pl odczynnika D, 1,15 ml wody.

Usuna¢ z powierzchni spolimeryzowanego zelu uprzednio naniesiony alkohol lub wodg.
Po dokladnym i delikatnym wymieszaniu skladnikéw zZelu doda¢ 1 pl TEMEDu,
wymiesza¢ i natychmiast nanie$§¢ migdzy ptytki

Bezzwlocznie wsuna¢ miedzy ptytki grzebien i odczeka¢ okoto 30 minut do ukonczenia
polimeryzacji.

Uwaga:

1

Wszystkie czynnosci wykonywac w lateksowych rekawiczkach. Przy odwazaniu

akrylamidu, bis-akrylamidu i SDS stosowac maske i okulary ochronne.

2

Wykorzystany Zel poliakrylamidowy traktowac zawsze jako potencjalne niebezpieczny dla

ludzi. Sktadowac wraz z innymi odpadami toksycznymi.

3 Polimeryzacje zeluprowadzi¢ w temperaturze pokojowej. W razie potrzeby
przeprowadzenia polimeryzacji w nizszych lub wyzszych temperaturach, czas trwania
polimeryzacji ulega odpowiedniej zmianie.

4 Do wszystkich buforow stosowano dejonizowanq wode z systemu Milipore Milli-Q
dodatkowo odpowietrzang.

Przygotowanie aparatu do elektroforezy:

Szklane i termostatujace plytki, przektadki dystansowe i grzebien doktadnie umy¢

w letniej wodzie z dodatkiem tagodnego detergentu, doktadnie optuka¢ woda deminera-
lizowana.

Przed zestawieniem ptytek odttusci¢ je 70% alkoholem.

Migdzy ptytki wsunaé przektadki i catos¢ umocowaé w zestawie do przygotowywania
zeli.

Po spolimeryzowaniu zelu przenie$¢ go wraz z ptytkami do aparatu, w ktoérym
rozwijana begdzie elektroforeza.

Po umocowaniu zelu delikatnie wyjac grzebien, a do dolnego i gérnego zbiornika nala¢
buforu elektrodowego, tak aby zapewni¢ jego styk z zelem.

Przy pomocy strzykawki z cienka igla przemy¢ powstale w zelu studzienki buforem
elektrodowym.

Nanie$¢ probki w odpowiednie studzienki, notujac potozenie probek w protokole do
elektroforezy.

Podtaczy¢ zestaw do zasilacza.

Warunki elektroforezy:

Elektroforez¢ prowadzi¢ przy 80 mA pradu dla dwoéch zeli, lub 40 mA dla
pojedynczych Zeli, przy limicie napigcia 250 V i mocy 7 W temperaturze pokojowe;.
Czas trwania rozdziatu nie powinien przekroczy¢ 2 godzin.

Elektroforezg¢ zakonczy¢ gdy front rozdziatu (barwnik) dotrze do anodowego konca
zelu.

Przygotowanie aparatu do transferu:

W systemie Multiphor II usuna¢ ruchome elektrody i ptyte termostatujaca,
a umocowac dodatnia elektrodg grafitowa z zestawu NovaBlot.
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- Przycia¢ 6 arkuszy bibuly filtracyjnej i arkusz nitrocelulozy o wymiarach 9x7 cm.
Przycigte arkusze namoczy¢ w buforze do transferu.

- Nalozyc na anodg trzy namoczone arkusze bibuty, a na nie natozy¢ namoczony arkusz
nitrocelulozy.

- Przy pomocy plastikowego klina ostroznie rozsuna¢ ptytki i zdja¢ z nich zel
zawierajacy rozdzielone bialka.

- Delikatnie przenies¢ zel na nitrocelulozg 1 nakry¢ go trzema arkuszami namoczone;j
bibuty.

- Przykry¢ i docisna¢ gorna (ujemna) elektrode grafitowa.

Uwaga:

5

6

Zwracac bacznq uwage aby pomiedzy warstwami bibuty, nitrocelulozy i Zelu nie pozostato
uwiezione powietrze. W miejscu gdzie obecne jest powietrze nie przeptywa prqd i transfer
nie zachodzi.

Wszystkie operacje z nitrocelulozq wykonywac przy uzyciu pesety.

Warunki transferu:

- Transfer prowadzié przy gestosci pradu 1 mA na cm” zelu w czasie 1 godziny.

Immunobarwienie nitrocelulozy:

- Po zakonczeniu elektrotransferu nitroceluloze inkubowa¢ w czasie 3-6 godzin
w buforze TBS z dodatkiem 0,5% odtluszczonego mleka. Inkubacj¢ prowadzié¢
w temperaturze 4°C delikatnie mieszajac.

- Do naczynia z doda¢ radioznakowane przeciwcialo monoklonalne anty fosfotyrozyna -
IZL.MADb PY-20 (5x10° cpm/ml) i inkubowa¢ w temp. 4°C w czasie 6-8 godzin.

- Po zakonczonej inkubacji ptyn inkubacyjny zla¢ do szczelnego zbiornika
1 przechowywa¢ w magazynie izotopoOw.

- Nitrocelulozg przemywac 5 razy po 15 minut w buforze TBS z dodatkiem mleka i 0,5%
Tritonu X-100. Nastgpnie przemywa¢ dwa razy w buforze TBS z dodatkiem mleka.
W trakcie odmywania delikatnie mieszac.

- Arkusz nitrocelulozy wysuszy¢ 1 owina¢ cienka folig plastikowa, a nastgpnie podda¢ go
autoradiografii.

Uwaga:

7

8

Wszystkie czynnosci z radioznakowanymi biatkami mogq by¢ prowadzone tylko
w pracowni izotopowej Zrodel otwartych posiadajqcej aktualny atest.
Wszystkie ptyny majqce kontakt z nitrocelulozq traktowanq radioznakowanym
przeciwciatem i samq nitroceluloze traktowac jako zZrodto promieniowania
i przechowywac zawsze w magazynie izotopow lub odpadow promieniotworczych.

9 Plyn inkubacyjny zawierajqcy radioznakowane przeciwciato moze byc¢ uzyty ponownie
w ciqgu jednego tygodnia. Aby jednak wykluczy¢ procesy degradacji biatek nalezy doda¢
substancji bakteriostatycznej (azydek sodu w koncowym stezeniu 0,01%).
Autoradiografia:

- Przygotowany arkusz nitrocelulozy umiesci¢ w kasecie do autoradiografii.

A. W przypadku autoradiografii klasycznej z zastosowaniem filmu rentgenowskiego

(X ray film) polozy¢ film na nitrocelulozg a nastgpnie potozy¢ ekran zwigkszajacy
intensywnos$¢ ekspozycji (intensifying screen) i zamkna¢ kasetg. Ekspozycj¢ prowadzic¢
najlepiej w temperaturze -70°C, co pozwala na uzyskanie ostrzejszego obrazu, przez
okres jednego tygodnia.
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- Po zakonczeniu ekspozycji doprowadzi¢ kasete do temperatury pokojowej, wyjac film
1 wywota¢ go w automacie do filméw X lub r¢cznie z zastosowaniem klasycznych
odczynnikoéw fotograficznych. Film wysuszy¢ 1 zachowac do dalszej analizy.
Uwaga:
10 Wszystkie czynnosci przeprowadzi¢ w ciemni fotograficznej.

B. W przypadku autoradiografii bez filmowej oczysci¢ ekran aby usuna¢ pozostatosci
poprzednich ekspozycji a nastgpnie polozy¢ go na nitroceluloze i podda¢ ekspozycji.
- Czas trwania ekspozycji jest silnie uzalezniony od intensywnos$ci promieniowania
zwiazanego z nitroceluloza. Zwykle dla immunobarwienia wystarczaja 2-3 doby.
- Calos¢ kasety wraz z nitroceluloza 1 ekranem przechowywac¢ do czasu wywotania
obrazu przy pomocy skanera fosforescencji.
Uwaga:
11 W przypadku autoradiografii bez filmowej wszystkie czynnosci mogq by¢ przeprowadzone
w Swietle widzialnym.

Barwienie zeli:

- Zele po transferze elektroforetycznym oraz zele przewidziane do wizualizacji barwnej
barwi¢ przy pomocy barwnika Coomassie Brilliant Blue. Celem barwienia zeli po
transferze jest z ocena wydajnosci transferu.

- Zel przenie$é do kuwety z barwnikiem (odczynnik J) i pozostawié na 10-12 godzin
w temperaturze pokojowe;.

- Przenies¢ zel do kuwety z odbarwiaczem (odczynnik K) i kilkakrotnie zmieniac¢
odbarwiacz. Odbarwianie zakonczy¢ po uzyskaniu wyraznego obrazu prazkow
zawierajacych biatka, zwykle po 4-5 godzinach.

- Zele przechowywaé w odbarwiaczu do czasu przeniesienia obrazu do formatu
elektronicznego lub wykonania fotografii.

Skanowanie zZeli i no$nikéw obrazu autoradiografii:

- Wybarwione zele oraz wywotane filmy rentgenowskie skanowa¢ przy pomocy skanera
optycznego o rozdzielczosci nie mniejszej niz 300 dpi (Mustek 1200 PRO)

- Obraz utrwalony na ekranie do autoradiografii bez filmowej wywota¢ przy pomocy
skanera fosforescencji (Typhoon).

Uwaga:

12 Obraz uzyskany przy pomocy autoradiografii bez filmowej pozwala na analize w petni
ilosciowq. Skaner fosforescencji odczytuje zmiane zaczernienia w przedziale 5 rzedow
wielkosci, podczas gdy czutos¢ filmu rentgenowskiego nieznacznie przekracza przedziat
2 rzedow wielkosci.

Analiza obrazéw zeli i nitrocelulozy:

- Uzyskane obrazy Zeli i nitrocelulozy podda¢ densytometrii i analizie przy zastosowaniu
programu ImageMaster VDS ver. 3.0.

- Uzyskane densytogramy i wynikajace z nich liczbowe wartos$ci zaczernien
korespondujacych z iloscia biatka na zelach barwionych, oraz intensywnoscia
fosforylacji biatek na tyrozynie uwidoczniona na nitrocelulozie, podda¢ analizie
statystycznej.
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Radioznakowanie przeciwciala monoklonalnego PY-20:

Namoczy¢ w wodzie 7 ml ztoza Sephadex G-25. Pozwoli¢ ztozu pgcznie¢ przez

6 godzin.

Przygotowa¢ 20 ml buforu PBS (odczynnik L) z dodatkiem 1% albuminy wotowej
(BSA).

Przygotowa¢ kolumng (5 ml pipeta) poprzez umieszczenie w jej wylocie kawatka
tkaniny nylonowej (skrawek ponczochy).

Zawiesi¢ napgczniate ztoze w 10 ml buforu PBS-BSA i przenie$¢ do przygotowane;j
kolumny.

Pozwoli¢ ztozu na swobodna sedymentacjg ale nie dopusci¢ do zapowietrzenia
kolumny.

Przepusci¢ przez kolumng pozostate 10 ml buforu PBS-BSA.

Odmy¢ nadmiar albuminy przepuszczajac przez kolumng okoto 50 ml buforu PBS.

Do 1,5 ml probéwki eppendorfa podaé¢ 10 pl przeciwciata PY-20 (200 pg/ml), dodaé
100 pl buforu fosforanowego (odczynnik M), 2 kuleczki IODO-BEADS, 10 MBq jodu
1251, zamieszaé i inkubowa¢ 2 min. w temperaturze pokojowej

Doda¢ 100 pl 1% roztworu KI (odczynnik N), zamiesza¢ i odczeka¢ 1 min.
Nawarstwi¢ delikatnie na ztoze w przygotowanej kolumnie.

Zbiera¢ 0,5 ml frakcje wymywane buforem PBS.

Oznaczy¢ radioaktywno$¢ w zebranych frakcjach. Znakowane biatko powinno
znajdowac si¢ we frakcjach 5-8, a niezwiazany z biatkiem jod we frakcjach powyzej 13.

Uwaga:
13 Wszystkie czynnosci zwiqzane z radioznakowaniem biatka muszq by¢ przeprowadzone

14

w pracowni izotopowej zrodel otwartych klasy co najmniej I11. Pracowac tylko pod

sprawnym wyciqgiem, a dla ochrony odzia¢ fartuch laboratoryjny oraz rekawiczki

lateksowe.

Po zakonczonej pracy zawsze sprawdzic przy pomocy dozymetru stan stanowiska pracy ze

wzgledu na skazenie powierzchniowe. Sprawdzi¢ czy kontaminacji nie ulegly dfonie oraz
czy tarczyca nie nagromadzita izotopu promieniotworczego. W razie kontaminacji

stanowiska pracy i/lub rqk nalezy postepowac zgodnie z regulaminem pracowni w celu

usuniecia kontaminacji. Przy stwierdzeniu kumulacji radioizotopu w tarczycy natychmiast

poddac sie kontroli lekarskiej.

Oczekiwane wyniki:

Na rysunku 3.1 przedstawiona jest przyktadowa analiza prazkéw biatek rozdzielonych

w 8% zelu 1 barwionych barwnikiem Coomassie Brilliant Blue (Sciezka 1) a nastgpnie
densytometrowanych przy pomocy skanera optycznego. Obok pokazano wynik detekcji
biatek ufosforylowanych na tyrozynie przed aktywacja ADP ($ciezka 2) i po zakonczeniu
aktywacji 1 agregacji plytek krwi (Sciezka 3). Dobrze uwidocznionych jest pie¢ prazkow.
Pierwszy z prazkéw nalezy do biatek o wysokiej masie czasteczkowej, ktore nie opuscity zelu
ogniskujacego. Ostatni nalezy do bialek i peptydow o bardzo niskiej masie czasteczkowej,
poruszajacych si¢ w bezposredniej bliskosci frontu elektroforezy. Pozostate ufosforylowane
biatka zgrupowane sa w trzech gldéwnych grupach o masach odpowiednio: 50 k, 55 k1 68 k.
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Rys. 3.1

Przyktad uzyskanych rozdziatow
elektroforetycznych biatek
ptytkowych 1 detekcji  biatek
ufosforylowanych na tyrozynie.
Sciezki:

1- barwione biatka plytkowe,
2-fosforylacja przed aktywacja,
3-fosforylowane w
zagregowanych ptytkach krwi. 1 2 3

Na rysunku 3.2 pzredstawiono zbiorcze wyniki dotyczace poziomu fosforylacji biatek
ptytkowych przed i po aktywacji ADP. W grupie kontrolnej w wyniku aktywacji ADP
poziom fosforylacji biatek pasma 2 i 3 wzrasta, a pasma 4 1 5 maleje. Bialka pasma 1 nie
zmieniaja swojego niskiego poziomu fosforylacji. Bardzo podobnie zachowuja sig
ufosforylowane biatka ptytek krwi oséb chorych niedializowanych. Jedyna roznicg stanowi
wzrost ilosci ufosforylowanych bialek o wysokiej masie czasteczkowej (pasmo 1) nie
mogacych opusci¢ strefy zelu ogniskujacego. W przypadku chorych poddawanych
hemodializie obraz poziomu fosforylacji biatek jest odwrotny w stosunku do kontroli 1 oséb
niedializowanych. Poziom fosforylacji biatek pasma 2 i 3 nieznacznie obniza si¢ w wyniku
aktywacji ADP , a bialek pasma 4 i1 5 nieco wzrasta. Uwage zwraca rowniez wysoki poziom
fosforylacji biatek o wysokich masach czasteczkowych (pasmo 1) w nieaktywowanych
ptytkach i obnizenie tego poziomu w wyniku aktywacji ADP. Réwniez sumaryczny poziom
fosforylacji biatek w grupie osob dializowanych przedstawia odmienny charakter w stosunku
do kontroli 1 grupy oséb niedializowanych.

Rys. 3.2
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Uzyskane wyniki sugeruja, ze:

1

2

mechanizmy zaburzenia procesu agregacji ptytek krwi w grupie osob dializowanych
1 niedializowanych sa odmienne,

proces dializy, pomimo normalizacji wigkszosci parametréw biochemicznych
1 hematologicznych, indukuje znaczace zmiany w pytkach krwi majace swoj obraz
w jakosciowej 1 iloSciowej zmianie poziomu fosforylacj bialek w plytkach
niaktywowanych ADP, jak i po ich aktywacji,

poziom fosforylacji biatek w ptytkach niezaaktywowanych i kierunek zmian poziomu
fosforylacji tych bialek w wyniku aktywacji ADP nie odbiegaja znaczaco od stanu
zarejestrowanego dla plytek kontrolnych,

poprzedni wniosek wskazuje na indukowanie znacznie silniejszych zmian w plytkach
poddanych kontaktowi z dializatorem niz w ptytkach podlegajacych wptywowi toksyn
mocznicowych.

Praca finansowana w ramach grantu KBN nr 4. PO5A. 115. 14.
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Przyklad 4.

ROZDZIAL ELEKTROFORETYCZNY BIALEK MIESA PRZY UZYCIU SDS-PAGE
Z DODATKIEM 8M MOCZNIKA

'Greaser M.L., 2Pospiech E., "Fritz J . 'Swartz D.R, ’Grze$ B.

'Muscle Biology Laboratory, University of Wisconsin-Madison, USA
*Instytut Technologii Migsa Akademii Rolniczej w Poznaniu, e-mail: bospiech@au.poznan pl]

Wprowadzenie:

Rozdziat biatlek na zelu poliakrylamidowym przy zastosowaniu SDS jako detergentu
rozpuszczajacego probe 1 umozliwiajacego separacje biatek na podstawie ich mas
czasteczkowych jest jedna z najczestszych 1 najprostszych technik elektroforetycznych.
Dodatek mocznika w st¢zeniu 8M pozwala na uzyskanie nieco innych rozdziatow biatek niz
w przypadku klasycznej PAGE. Dodatek mocznika powoduje ztamanie podstawowej zasady
rozdzialu SDS-PAGE, tj. separacji bialek tylko w oparciu o rdéznicg mas czasteczkowych.
W okreslonych sytuacjach technika z zastosowaniem mocznika pozwala na doktadna analize
produktow degradacji biatek, a to z uwagi na czg$ciowa poprawe rozdzielczo$ci takich
rozdziatéw. Ponizej prezentujemy zastosowanie techniki SDS-PAGE w odniesieniu do
analizy biatek komodrek mig$niowych.

Materialy:

1 Probki z mig$nia — przemyte miofibryle, wyciek wirdwkowy i1 osady powstate po
odwirowaniu wycieku swobodnego z migsa sktadowanego w chtodni.
2 Celofan lub folia Mylar.

Aparatura:

1 Aparat do rozdziatu elektroforetycznego: SE 250 Mighty Small I1.

2 Zestaw do przygotowywania zeli: SE 275 Mighty Small 4-Gel Caster.
3 Zasilacz pradu statego EPS 600.

4 Zestaw do archiwizacji zeli ImageMaster VDS.

5 Zestaw do suszenia zeli.

Odczynniki:

1 TEMED (N,N,N'\N'-tetramethylenediamine)

2 Roztwor akrylamidu dla Zelu rozdzielajacego: 30% T —0,15% C.

3 Roztwér akrylamidu do zelu zaggszczajacego - 10% T, 15% C.

4 3M Tris, pH 8,8

5 0,125 M Tris, pH 6,8

6 10% SDS

7 Bufor do elektroforezy stgzony (5x) — 0,25 M Tris (Trizma base) — 1,92 M glycine — 0,5%

SDS.

Nadsiarczan amonu 10%. Przechowywaé¢ w zamrazarce w -20°C w fiolkach na 0,5 ml.
Bufor probek “A” - 8 M mocznika, 2 M tiomocznika, 0,025M Tris-HCI, pH 6,8, 3% SDS,
75 mM DTT i 0,05% bigkitu bromofenolowego.

O o0
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10 Bufor probek “B” - 0,05 M Tris (pH 6,8) - 75 mM DTT - 3% SDS - 10% glicerolu - 0.1%
btekitu bromofenolowego.

11 75% gliceryna (dla zelu rozdzielajacego) 1 50% gliceryna (dla zelu zaggszczajacego).

12 Roztwor utrwalajacy 1 barwiacy — wodny roztwor 0,05% Coomassie Brillant Blue R-250,
50% metanol, 10% kwas octowy lodowaty.

13 Roztwor odbarwiajacy — wodny roztwor 10% metanolu, 7,5% kwasu octowego

14 Roztwor bigkitu bromofenolowego dla zelu zaggszczajacego — 0,1% biekit
bromofenolowy, 30% gliceryna, 1% SDS.

15 Adsorbent jonowy bead resin (Fisher Rexyn 300)

Przygotowanie roztworow akrylamidu:

A. dla zelu rozdzielajacego:

- Zwazy¢ 29,85 g akrylamidu i 0,15 g bis - akrylamidu.

- Do zlewki doda¢ okoto 50 ml wody, miesza¢ az do rozpuszczenia, dopetni¢ do 100 ml.
- Filtrowa¢ przez 0,45 filtr (Millex - HA, Millipore Corporation).

- Przechowywaé w temperaturze 4°C chroniac od $wiatla.

B. dla zelu zaggszczajacego:

- Zwazyé 4,25 g akrylamidu i 0,75 g DATD (N,N - diallyltartardiamide).

- Do zlewki, doda¢ 25 ml wody, miesza¢ do rozpuszczenia, dopetni¢ do 50 ml.
- Filtrowac¢ i przechowywac jak powyze;j.

Uwaga:

1 Niebezpieczne odczynniki! Unika¢ kontaktu ze skorq.

Przygotowanie buforu A:

- Odwazy¢ 48 g mocznika (cz.d.a.) 1 15,2 g tiomocznika.

- Do czystej 150 ml zlewki doda¢ 40 ml wody i umies$ci¢ w niej mieszadetko magnetyczne.

- Doda¢ odwazone odczynniki. Powoli podgrzewajac miesza¢ az wszystkie odczynniki si¢
rozpuszczg. Postegpowac ostroznie, unikaé¢ temperatur powyzej 40°C - podgrzewanie
mocznika przyspiesza tworzenie si¢ cyjanianow.

Uwaga:

2 Nie dodawac¢ zbyt duzo wody, gdyz mocznik i tiomocznik zajmujq ponad potowe objetosci.

3 Nalezy unika¢ zanieczyszczenia buforu A biatkami z rqk i dlatego nalezy uzywac
rekawiczek.

- Doda¢ 10 g adsorbentu jonowego (Fisher Rexyn 300) i miesza¢ calo$¢ przez 15 min.

- Przefiltrowa¢ catos$¢ przez bibulg filtracyjna do 100 ml cylindra miarowego. Objetos¢
powinna wynosi¢ ok. 80 - 90 ml. Ostroznie przemy¢ adsorbent dwukrotnie 5 ml wody
dejonizowane;.

- Przenie$¢ przefiltrowany roztwor podstawowy do czystego pojemnika (zlewki) na 150ml.

- Odwazy¢ 0,303 g Trizma base 1 3 g SDS.

- Dodac¢ je do powyzszego roztworu i miesza¢ az do rozpuszczenia. Doprowadzi¢ pH do
7,5 dodajac 12 M HCI w porcjach po 100 pl powoli.

- Doda¢ 1,155 g statego DTT 1 wymiesza¢ do rozpuszczenia.

- Doprowadzi¢ pH do 6,8 uzywajac 20 ul porcji 2 M HCI. Jesli jednak nastapi spadek pH
ponizej 6.8 nalezy doprowadzi¢ pH do wymaganego poziomu za pomoca 2 M Tris base.

- Doda¢ 2 - 4 mg biekitu bromofenolowego i wymiesza¢ go do rozpuszczenia.

- Przenies¢ roztwor do 100 ml kolbki i doda¢ wody do 100 ml. Filtrowa¢ przez filtr 0,45
pm.

- Bufor A przechowywaé w 1 porcjach w temperaturze -75°C.

- Rozmraza¢ bezposrednio przed uzyciem.
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Przygotowanie probki:

3 mg probki (najczgsciej przemyte miofibryle) rozpusci¢ w 100 pl buforu do probek proby
"A"

Probki wymieszaé przy uzyciu wortexu.

Ogrzewaé¢ w 100°C przez 3 minuty. Mozna tez stosowac fagodniejsze ogrzewanie w 50°C
przez 20 minut (zalecane przy wyciekach).

Probki odwirowac sig przy 10 000 x g w czasie 15 sekund, celem usunigcia
niezhydrolizowanych fragmentow komorek.

Przygotowanie systemu do pracy:

A. Przygotowanie Zelu rozdzielajacego:

Szklane 1 metalowe ptytki oraz przektadki dystansowe doktadnie umy¢ w wodzie

z dodatkiem detergentu, a nastgpnie przepluka¢ woda destylowana.

Bezposrednio przed zastosowaniem ptytki przetrze¢ delikatnie $ciereczka alkoholem
etylowym.

Zestawic¢ cztery kasety stosujac przektadki dystansowe o grubosci 0,75 mm umiescic je
w zestawie do przygotowywania zeli. Kasety umies$ci¢ w zestawie do przygotowywania
zeli SE 275 Mighty Small 4-Gel Caster, rozdzielajac je plastikowymi przektadkami.
Do zlewki doda¢: 8,654 g mocznika, 12,0 ml 30% roztworu akrylamidu dla zelu
rozdzielajacego, 3,2 ml 75% roztworu gliceryny, 6,0 ml 3 M Tris, pH 8.8, 0,20 ml 10%
SDS.

Cato$¢ ostroznie ogrzewacé (mozna w kuchence mikrofalowej) i miesza¢ do az do
rozpuszczenia mocznika.

Roztwoér ochtodzi¢ (najlepiej na lodzie) i dodaé: 0,10 ml 100 mg/ml nadsiarczanu amonu
10,016 ml TEMED-u.

Intensywnie wymieszac i szybko przela¢ do uprzednio przygotowanego zestawu

z kasetami.

Do kazdej kasety na wierzch swobodnego zelu nala¢ po 160 ul izobutanolu.

Zel pozostawi¢ do spolimeryzowania w temperaturze pokojowe;.

Po zakonczonej polimeryzacji usuna¢ izobutanol delikatne przeptuka¢ woda destylowana.
Zele nadaja sie do natychmiastowego uzycia. Mozna jednak wykorzystaé je pozniej
przechowujac w szczelnie zamykanym w woreczku foliowym w temp. 4°C.

B. Przygotowanie zelu zaggszczajacego:

Kasetg (kasety) z zelem rozdzielajacym umiesci¢ w aparacie SE 250 Mighty Small I1.
Przygotowac grzebienie o odpowiedniej ilosci zebow.

Do zlewki kolejno dodaé: 0,750 ml 10% roztworu akrylamidu dla zelu zaggszczajacego,
0,625 ml 0,125 M Tris, (pH 6.8), 0,507 ml wody destylowanej, 0,5 ml 5% roztworu
gliceryny, 0,025 ml 10% roztworu SDS, 0,015 ml roztworu bromofenolu dla barwienia
zelu zaggszczajacego.

Calos¢ wymieszac i dodaé: 0,015 ml 100 mg/ml nadsiarczanu amonu, 0,012 ml TEMED.
Zawartos$¢ zlewki wymieszac¢ 1 natychmiast przela¢ do kasety nad zel rozdzielajacy
(wystarczy wypetni¢ kasetg do okoto 2 mm ponizej gornej krawedzi ptytki metalowej).
Umiesci¢ w kasecie grzebien, zwracajac uwage aby usuna¢ wszelkie pgcherzyki
powietrza, ktore moglyby si¢ znalez¢ w zelu.

Pozostawic¢ zel do polimeryzacji, ktora powinna nastapi¢ w czasie 15 - 20 minut.
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Elektroforeza:

Bufor do elektroforezy rozcienczy¢ 5 krotnie woda destylowana.

Do buforu doda¢ B-merkaptoetanol w ilosci 97,66l na 250 buforu. Catos¢ wymieszac.
Nala¢ bufor do pojemnika za zelem i zasobnikéw elektrodowych, dolnego 1 gornego.
W przypadku uzycia tylko jednego zelu druga strong aparatu uszczelni¢ ptytka szklana.
Wyja¢ grzebien i przeptukac buforem powstate zaglebienia zelu (studzienki).

Nanies$¢ probki w zaglebienia zelu gornego uzywajac mikrostrzykawki lub automatyczne;j
pipety zaopatrzonej w odpowiednie koncowki o bardzo waskim zakonczeniu.

Po naniesieniu prébek natozy¢ ostong aparatu i podtaczy¢ zestaw do zasilacza EPS 600.
Ustali¢ warto$¢ nat¢zenia na 20 mA na jeden Zel i rozpocza¢ rozdziat elektroforetyczny.
Separacj¢ zakonczy¢, gdy czolo rozdzialu osiagnie potozenie okoto 2 mm od dolnej
krawedzi zelu.

Roztaczy¢ aparat. Wyjac kasete 1 za pomoca szpatuiki (najlepiej plastikowej) zdjac¢ ptytke
szklana.

Za pomoca szpatutki oddzieli¢ od catosci warstwe zelu zageszczajacego 1 wyrzucic ja do
odpadow.

Zel przeptukaé matq iloscia wody destylowanej i szybko przenies¢ z ptytki metalowej do
zasobnika zawierajacego roztwor utrwalacza i barwnika.

Barwi¢ przez okres 1 godziny w temperaturze pokojowe;j.

Po uptywie tego czasu zel odbarwiaé przy pomocy roztworu odbarwiajacego.

Postgpowanie po zakonczeniu elektroforezy

Ptytki szklane i aluminiowe oraz ptytki dystansowe umy¢ w wodzie z dodatkiem
detergentu, a nastgpnie przeptuka¢ woda destylowana.

Wysuszy¢ w strumieniu cieptego powietrza.

Celem zachowania elastycznosci zelu zanurzy¢ go na chwile w glicerynie.

Zel umiesci¢ miedzy dwoma uprzednio namoczonymi arkuszami celofanu lub folii Mylar.
Umiesci¢ na ptytce 1 docisna¢ ramke zestawu do suszenia zeli. Suszy¢ w strumieniu
cieplego powietrza.

Zele mokre (bezposrednio po odbarwieniu) lub zele wysuszone poddaé archiwizacji

i ewaluacji przy pomocy systemu ImageMaster® VDS.

Uwagi:

4 Przy odwazaniu akrylamidu zawsze stosowac okulary, maske ochronng i rekawiczki
lateksowe.

5 Zel poliakrylamidowy stanowi zawsze potencjalne niebezpieczenstwo dla ludzi.

W zwiqzku z tym wszelkie jego odpady nalezy sktadowac wraz z innymi odpadami
toksycznymi.

6  Stezenie biatka w probce powinno zawierac sie w przedziale 2 do 8mg/ml.

7 Unika¢ ogrzewania prob przy wykorzystaniu buforu proby ,,A” w czasie dtuzszym niz
5 minut w 100°C, gdyz mocznik tworzy cyjaniany, ktore reagujq z biatkami i zmieniajq
szybkosc ich migracji w zelu.

8  Zastosowanie f-merkaptoetanolu w buforze elektrodowym poprawia rozpuszczanie
biatek i rozdziat ich podczas elektroforezy ale jednoczesnie redukuje mostki
dwusiarczkowe.

9 Optymalny czas polimeryzacji wynosi 10 do 20 minut. Jesli zel polimeryzuje szybciej

nalezy zmniejszy¢ ilos¢ nadsiarczanu amonu, jesli diuzej - postqpi¢ odwrotnie.

10 W przypadku uzywania mikrostrzykawki do nanoszenia prob nalezy pamietac

o przeptukiwaniu jej po kazdej natoZonej probce.
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Oczekiwane wyniki:

Obecnos¢ w zelu SDS-PAGE mocznika (8 M) powoduje, ze tropomiozyna (TM)
majaca nizsza masg czasteczkowa od aktyny (33 K v.s. 42 K) migruje w zelu wolniej niz
aktyna (znajduje si¢ powyzej aktyny). Ponizej aktyny obserwuje si¢ troponing T (Tn-T)
o masie 37 K, produkty jej rozpadu (28 — 30 K) i znacznie ponizej nich biatka o mniejszej
masie czasteczkowej. Proces kruszenia migsa wiaze si¢ z degradacja troponiny T.
Zastosowanie opisanych warunkow rozdzialu pozwala na bardzo tatwa obserwacj¢ procesu
degradacji tego biatka. Pomimo wysokiego stgzenia akrylamidu (15%) mozliwy jest w tych
warunkach rozdziat biatek z zakresu od 15 kDa do 4000 K (rys.4.1A). Zmniejszajac stezenie
akrylamidu do 8% mozna zwigkszy¢ odstgpy migdzy biatkami o najwyzszych masach
czasteczkowych (rys. 4.1B). Ogranicza si¢ jednak wowczas rozdziat bialek o masach ponizej
40 K. Wnikanie duzych czasteczek bialek do zelu o tak wysokim stgzeniu akrylamidu
mozliwe jest ze wzgledu na zmieniony stosunek bis-akrylamidu do akrylamidu W przypadku
zastopsowanej metody wynosi on 1 : 200.

— . "r' T: — _:Il-'!il‘
s el o
o e —MHC

sl — NMHC

Rys. 4.1
— ™
Rozdziat w zelu poliakrylamidowym

(A - 15%, B - 8%), w obecnosci 8 M — — A

mocznika, bialek miofibryli z migsni - ™
$with A

T1 - titina natywna; :::;'rl::r'lll;: i

T2 - titina zdegradowana; e T T..T

TM - tropomiozyna; g -, — A
A - aktyna;

Tn-T - troponina T A B
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Przyklad 5.

ELEKTROFOREZA BIALEK MIESA O MASIE POWYZEJ 200 K W ZELU
AGAROZOWYM

'Greaser M.L., 'Kumazawa Y., *Pospiech E.

"Muscle Biology Laboratory, University of Wisconsin-Madison, USA
*Instytut Technologii Migsa Akademii Rolniczej w Poznaniu, e-mail: pospiech@au.poznan.pl]

Wprowadzenie:

Zastosowanie agarozy w rozdziatach elektroforetycznych pozwala na dobry rozdziat
biatek o bardzo duzych masach czasteczkowych, co jest zwiazane z duza porowatoscia zeli
agarozowych. Wykorzystanie agarozy do rozdziatu biatek rozpuszczonych w SDS byto
dotychczas ograniczone ze wzgledu na rozpuszczenie agarozy przez ten detergent.
Modyfikacja metody pozwolita na rozdzielenie w tym nos$niku prébek dotychczas
rozdzielanych tylko w Zelach poliakrylamidowych. Zele agarozowe pozwalajace na rozdziat
bardzo duzych bialek maja dobre wiasciwosci mechaniczne 1 sa przezroczyste.
Ograniczeniem metody jest to, Zze na jednym Zelu mozna rozdzieli¢ biatka o masie w zakresie
od 200 K do okoto 4000 K, a nie w calym spektrum mas czasteczkowych biatek
wystgpujacych w analizowanych materiatach. Metoda ta byta wykorzystywana do rozdziatu
biatek migs$ni, zar6wno przemytych miofibryli, jak 1 wycieku wirdéwkowego pozyskanego
z nich, w tym szczegolnie bialek cytoszkieletarnych. Masa czasteczkowa tych biatek czgsto
przekracza 200 K, a niekiedy wynosi nawet ponad 3000 K.

Materialy:

1 Probki z migs$nia zwierzecego — przemyte miofibryle, wyciek wirdwkowy 1 osady
powstate po odwirowaniu wycieku swobodnego z migsa sktadowanego w chiodni.

2 Tas$ma samoprzylepna firmy Fisher

3 Arkusze celofanu lub folii Mylar.

Aparatura:

1 Zestaw do elektroforezy pionowej SE-250.

2 Zasilacz EPS 600.

3 Zestaw do dokumentacji zeli ImageMaster® VDS.
4 Zestaw do suszenia zeli

Odczynniki:

1 Bufor do sporzadzania zelu rozdzielajacego - 0,5 M Tris-base, 0,2 M kwas borowy, 1 mM
EDTA, pH 8.5.

2 Bufor do sporzadzania zelu zaggszczajacego - 0,125 M Tris base, warto$¢ pH 6,8.

3 Bufor elektrodowy do prowadzenia rozdziatu — 90 mM Tris-base, 90 mM kwas borowy,
2 mM EDTA, 0,1% SDS, pH 8,5.

4 Roztwor utrwalajacy i barwiacy — wodny roztwor 0,05% Coomassie Brillant Blue R-250,

50% metanol, 10% kwas octowy lodowaty.

Roztwoér odbarwiajacy — wodny roztwor 10% metanolu, 7,5% kwasu octowego.

6 Bufor proby “A” - 8 M mocznik, 2 M tiomocznik, 0,025 M Tris-HCI, 3% SDS, 75 mM
DTT i 0,05% bigkitu bromofenolowego, pH 6,8 (stosowaé do rozpuszczania probek
tkanki mig$niowej 1 przemytych miofibryli).

W
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7 Bufor préby “B” — 0,05 M Tris (pH 6,8), 75 mM DTT, 3% SDS, 10% glycerol, 0,1%

btekit bromofenolowy.

8 Agaroza SeaKem® Gold (FMC BioProducts, Rockland, Me)
9 B-merkaptoetanol
10 70% wodny roztwor etanolu

Przygotowanie zeli rozdzielajacego i zageszczajacego:
A. Przygotowanie zelu rozdzielajacego:

1,5 g agarozy zawiesi¢ w 100 ml buforu zawierajacego 0,5 M Tris, 0,2 M kwasu
borowego, | mM EDTA (pH 8,5), umiesci¢ w 250 ml kolbce Erlenmeyer’a i zamkna¢
kolbke folig aluminiowa, mocujac ja na kotnierzu kolbki za pomoca gumki apteczne;j.
Roztwoér miesza¢ w temperaturze pokojowej przez 30minut.

Zawiesing agarozy ogrzewac do jej calkowitego rozpuszczenia. Ogrzewanie prowadzi¢
ostroznie, aby nie nastapit wyciek agarozy.

Po rozpuszczeniu calo$¢ jeszcze raz dobrze wymieszac i schlodzi¢ poczatkowo

w temperaturze pokojowej a nast¢pnie przechowywac¢ w chtodni.

. Przygotowanie zelu zageszczajacego:

0,5 g agarozy zawiesi¢ 100 ml 0,125 M roztworu Tris o pH 6,8 w 250 ml kolbce
Erlenmeyer’a.
Dalej postgpowac jak w przypadku sporzadzania zelu rozdzielajacego.

Przygotowanie probki

Do 3 mg probkiy (najczesciej przemyte miofibryle) nawazonej w 0,5 ml probowce
Eppendorfa doda¢ 100 pl buforu préby ,,A”. Calo$¢ wymieszac.

Rozpuszczalne biatka (np. wyciek wirowkowy) przenies¢ do probdéwki Eppendorfa (10 pl)
i doda¢ 90 pl buforu B.

Ogrzewaé w 100°C przez okres 3 minut. Mozna tez stosowaé tagodniejsze ogrzewanie
w 50°C przez 20 minut (zalecane przy wyciekach).

Probke odwirowac (15 sekund, 10,000 x g).

Stezenie biatka w probce powinno zawierac si¢ w przedziale 2 do 8mg/ml.

Nanie$¢ 8 do 12 pl probki na zel.

Probki przechowywa¢ w zamrazarce do momentu analizy. Przed uzyciem rozmrozic€ je
w temperaturze pokojowej (30 minut) i odwirowac.

Przygotowanie systemu do pracy:
A. Przygotowanie kasety do wylewania zelu:

Doktadnie umyte plytki, szklang i aluminiowa, przetrze¢ delikatnie niepylacym r¢cznikiem
papierowym nasyconym 70% etanolem.

Zmontowac kasete z zastosowaniem 1,5 mm przektadek dystansowych.

Kasete usztywni¢ za pomoca dwoch klamer a nastepnie uszczelni¢ przy pomocy tasmy
samoprzylepnej z firmy Fisher.

Uszczelnianie kasety rozpocza¢ od jej dolnej czgsci. W tym celu odcia¢ okoto 10 cm
kawatek tasmy. Nastepnie tasme polozy¢ na stole laboratoryjnym czg¢$cia przylepna do
gory. Na srodku tasmy postawi¢ kasete 1 doktadnie ja docisnac.

Przymocowac tasmg do krawedzi dolnej 1 bocznych kasety, tak aby zachodzita na te boki
Zatozy¢ dodatkowe dwa kawatki tasmy, ktore beda zachodzily prostopadle na poprzednia.
Po zatozeniu tych dwoch kawaltkow tasmy natozy¢ jeszcze jedna o dlugosci takiej same;j
jak w przypadku pierwszej i opasac nia kaset¢ na samym dole poczynajac od okoto 2 cm
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z tylu kasety (ptytka aluminiowa), przechodzac nastgpnie na ptytke szklang (przednia czg$¢
kasety) 1 koniczac ponownie z tylu kasety.

Zatozy¢ dwie dodatkowe pary klamer w gornej czesci kasety.

Na plytce szklanej zaznaczy¢ markerem w odlegtosci 2,3 cm od goérnej krawedzi ptytki
linig, do ktérej nalezy nala¢ zel rozdzielajacy.

. Przygotowanie zZelu dolnego (rozdzielajacego)

Przed nalaniem zelu kasete podgrza¢ do temperatury 65 - 70°C (okoto 15 minut).

Do tej samej temperatury doprowadzi¢ uprzednio sporzadzony w kolbce zel rozdzielajacy
oraz koncoéwke pipety, ktdra bedzie uzyta do dozowania Zelu z kolbki do kasety.

Po osiagnigciu potrzebnej temperatury mozliwie szybko przenies¢ roztwor agarozy do
kasetki.

Pozostawi¢ kasetke na stole w temperaturze pokojowej na czas 15 do 30 minut.

Po schtodzeniu kasetg z zelem umies$ci¢ w woreczku foliowym i przechowywa¢ w chtodni
az do uzycia.

. Przygotowanie zelu goérnego (zageszczajacego):
Kasetg wyjac z chtodni i pozostawi¢ w temperaturze pokojowej na okoto 0,5 godziny,
a nastepnie umiescic¢ ja na okoto 15 minut w temperaturze 65°C.
W termostacie umiesci¢ zel zaggszczajacy uprzednio przygotowany w kolbce
Erlenmeyer’a. Poniewaz jest on przechowywany w chtodni dlatego tez przed wlozeniem
kolbki do termostatu nalezy réwniez przetrzymac go przez okoto 0,5 godziny
w temperaturze pokojowe;.
W termostacie umiescic¢ grzebien i koncowke pipety automatycznej stosowanej do
zadawania zelu do kasety.
Przygotowac zestaw do elektroforezy Mighty Small II oraz klamry mocujace kasetg.
Gdy kaseta, zel 1 inne czg$ci umieszczone w termostacie uzyskaja t¢ sama temperature
wyciagnaé ja z niego i1 zdjac szybko zalozone przed nalaniem Zelu rozdzielajacego tasmy
uszczelniajace.
Po zdjgciu tasm kasete zainstalowaé w zestawie 1 zalozy¢ klamry mocujace.
Nala¢ zel zaggszczajacy do kasety do wysokosci okoto 2 — 3 mm ponizej gornej krawedzi
ptytki aluminiowe;j.
Umiesci¢ grzebien w kasecie zwracajac uwage na usunigcie wszystkich ewentualnych
pecherzykoéw powietrza, ktore niekorzystnie mogtyby wptywac na rozdziat.
Pozostawi¢ aparat w temperaturze pokojowej przez okoto 15 do 20 minut celem zestalenia
si¢ agarozy.

. Przygotowanie zestawu do nanoszenia prébek:
Przygotowac 250 ml buforu elektrodowego dodajac do niego 97.66 ul B-merkaptoetanolu.
Bufor powinien by¢ schtodzonym.
Po zestaleniu si¢ zelu nala¢ bufor elektrodowy do pojemnikow elektrodowych.
Zwykle w zestawie prowadzi si¢ elektroforeze¢ w dwoch kasetach. W przypadku
dokonywania rozdziatu biatek w jednej kasecie nalezy umiesci¢ w miejsce drugiej ptytke,
ktora bedzie oddzielata bufor elektrodowy do elektrod przeznaczonych dla drugiej kasety.
Przyklei¢ szablon do ptytki szklanej wskazujac miejsce nanoszenia probek wyznaczone
przez wycigcia grzebienia.
Przed nanoszeniem probek wyjac grzebien z kasety.
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Przebieg doswiadczenia

Nanie$¢ probki w wycigcia zelu zaggszczajacego.

Aparat przykry¢ pokrywa i1 polaczy¢ przewody z zasilaczem.

Rozdziat prowadzi¢ przy statym nat¢zeniu pradu 10 mA na zel przez 5 — 6 godzin.
Zakonczy¢ rozdziat gdy front barwnika osiagnie dolna krawedz kasety z zelem.

Postgpowanie po zakonczeniu elektroforezy

Rozmontowa¢ zestaw i korzystajac z plastikowej szpatutki wydoby¢ zele z kaset.

Przy pomocy szpatulki oddzieli¢ zel zageszczajacy od rozdzielajacego. Zel zageszczajacy
wyrzuci¢ do odpadow.

Zelu rozdzielajacy umiesci¢ w roztworze utrwalacza i barwnika na okoto 17 minut.
Barwienie przeprowadza¢ w zamknigtych kuwetach umieszczajac je na wytrzasarce lub
kotysce.

Umy¢ ptytki szklane i aluminiowe oraz plytki dystansowe stosujac detergent. Wyptukac
woda destylowana 1 wysuszy¢ w strumieniu cieptego powietrza.

Odbarwia¢ zel az do uzyskania jasnego tta i wyraznie zaznaczonych pasm bialek.

Zel wysuszyé umieszczajac go miedzy dwoma wilgotnymi arkuszami celofanu lub folii
Mylar. Do suszenia wykorzysta¢ zestaw obejmujacy plastikowa plytke i dopasowana do
niej ramke.

Celem zachowania elastycznosci Zelu, przed natozeniem celofanu lub folii, rozprowadzi¢
na jego powierzchni niewielka ilo$¢ gliceryny. Zapobiega to pgkaniu zelu po wysuszeniu.
Zele suszy¢ pod wyciagiem.

Po wysuszeniu zele podda¢ archiwizacji uzywajac systemu ImageMaster® VDS.
Korzystajac z elektronicznej postaci obrazu zelu dokona¢ analizy danych zawartych w tym
obrazie przy pomocy programu ImageMaster VDS ver. 2.0.

Uwagi:

1 Zachowa¢ nalezne srodki ostroznosci przy manipulacji zelem agarozowym gdyz tatwo

ulega on destrukcji.

2 Unika¢ ogrzewania probek w czasie diuzszym niz 5 minut w 100°C gdyz mocznik tworzy

cyjaniany, ktore reagujq z biatkami i zmieniajq szybkos¢ ich migracji w zelu.

Oczekiwane wyniki:
Poszczegdlne pasma biatek powinny by¢ wyraznie rozdzielone pozwalajac na tatwa oceng ich

rozdziatu.

r—
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Rys. 5.1
Rozdzial biatek przemytych miofibryli mig$ni §win wd &4 aa
w 1,5% zelu agarozowym: ..,; e
T1 — titina natywna ok. 3700 K, S e =
T2 — titina zdegradowana ok. 2400 K, -—
MHC - tancuchy cigzkie miozyny 205 K m_ e
PiSmiennictwo:
1. Wu M. & Kusukawa N. SDS agarose gels for analysis of proteins. BioTechniques. 1998:

24; 676-678.
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Przyklad 6.
OCENA FENOTYPOW O{~-ANTYTRYPSYNY
Pitacik B.

Zaktad Toksykologii i Kancerogenezy, Instytut Medycyny Pracy, ul. Sw. Teresy 8,
90-950 £.6dZ, e-mail: hnibas@imp.lodz.pl|

Wprowadzenie:

o;-antytrypsyna (0;-AT) jest jednym =z najwazniejszych inhibitorow proteaz
serynowych w ustroju cztowieka. Genetycznie uwarunkowany niedobor o;-AT zwiazany jest
z rozedma pluc ujawniana w 3 1 4 dekadzie Zycia oraz zapaleniem watroby u niemowlat.
Wykryto 75 alleli a;-AT odpowiedzialnych za réznice ilosciowe i jako$ciowe inhibitora.
Niewielkie zmiany wiasnosci fizykochemicznych inhibitora pozwalaja na réznicowanie
odmian 0,-AT droga elektroforezy IEF w zelu poliakrylamidowym w gradiencie pH 4,2 do
4.9. Zel taki mozna przygotowaé dzieki zastosowaniu mieszaniny odpowiednich amfolitow.
Allel Pi ™ wystepuje najczesciej w populacji ludzkiej i zwiazany jest z normalnym stezeniem
a;-AT w osoczu. Przedmiotem zainteresowania klinicystow jest allel Pi” i zwiazane z nim
fenotypy Pi ZZ, Pi MZ, PiSZ warunkujace obnizone stezenie aktywnej formy o;-AT
W 0SOCZU.

Materialy:

Osocze lub surowica ludzka.

Standardy elektroforetyczne IEF biatka Pi M i Pi MZ.

Zestaw do przygotowania zeli SDS&Native PAGE IEF Kit.

Repel-Silane.

GelBond PAG film folia plastikowa o wym. 124x258 mm wiazaca poliakrylamid.
Bibuta Whatman 3 MM o wym. 10x5 mm lub Paratex (produkt APB).

Paski z bibuty Wh 3 MM lub f-my APB o wym. 10x250 mm do nasaczania elektrolitem.
Pharmalyte 40%, pH 4.2 - 4.9.

0NN B W~

Aparatura:

1 System elektroforezy Multiphor II.
2 Zasilacz EPS 3500.

3 Termostat MultiTemp II.

Odczynniki:

1 0,3 M roztwor chlorowodorku cysteiny, pH 7,4 zawierajacy: glicyna 150 mg, Na EDTA
9 mg, cysteina-HCL 94 mg, woda destylowana 2 ml.

2 30% roztwor akrylamidu: akrylamid 3,0 g, N-N metylenobisakrylamid 0,08 g, woda
destylowana do 10 ml. Przechowywa¢ w temp. 4°C.

3 0,1 M nadsiarczan amonu,: (NHy4),S,0s 114 mg, woda destylowana 5 ml. Sporzadzi¢
bezposrednio przed uzyciem.

4 5% roztwdr akrylamidu zawierajacy amfoling o stezeniu 2,5%: woda destylowana
19,1 ml, Pharmalyte pH 4,2-4,9 - 1.9 ml, roztwor akrylamidu 30% - 5,0 ml, glicerol 87%
- 4,0 ml, N,N,N,N-Tetra methylethylenediamine (TEMED) 10 pl, nadsiarczan amonu
300pl. Nadsiarczan amonu dodawa¢ bezposrednio przed uzyciem.

5 Roztwor anodowy, 0,04 M kwas glutaminowy w wodzie.
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6 Roztwor katodowy, 0.1M NaOH w wodzie.

7 Roztwér utrwalajacy: kwas trojchlorooctowy 100 g, kwas sulfosalicylowy 50 g, woda
destylowana 1000 ml.

8 Roztwor barwiacy: Coomassie Brillant Blue R 250 4.0 g, etanol 350 ml, woda
destylowana 550 ml, kwas octowy stezony 100 ml. Ogrza¢ do temp. 60°C i przefiltrowac.

9 Roztwor odbarwiajacy N° I: etanol 700 ml, woda destylowana 1100 ml, kwas octowy,
lodowaty 200 ml.

10 Roztwor odbarwiajacy N° II: roztwor odbarwiajacy N° I - 100 ml, kwas octowy 5% - 100
ml, glicerol 87% - 20 ml. Glicerol doda¢ bezposrednio przed uzyciem.

Uwaga:
1 Przy odwazaniu akrylamidu stosowac okulary, maske ochronngq i rekawiczki lateksowe.

Przygotowanie probki:
- Do 90 pl osocza lub surowicy doda¢ 10 pl roztworu chlorowodorku cysteiny. Pozostawic¢
na noc w temp. 4° C.

Przygotowanie zelu poliakrylamidowego:

- Na szklang powierzchnie ptyty nanies¢ okoto 1 ml etanolu, natozy¢ GelBond PAG film
hydrofilowa strona do zelu.

- Natlozy¢ plastikowa uszczelke pokryta pasta silikonowa.

- Natozy¢ szklana ptytg, ktorej powierzchnia od strony zelu zostala wcze$niej pokryta
warstwa Repel-Silane.

- Utworzona w ten sposoéb komor¢ spia¢ klamrami i napetni¢ $§wiezo przygotowanym
roztworem poliakrylamidu (5%).

- Aby zapobiec utlenianiu zelu, odcinek majacy kontakt z powietrzem pokry¢ niewielka
ilo$cia izopropanolu lub wody destylowane;.

- Zel polimeryzuje catkowicie w temp. pokojowe; przez 60 min. Komore z zelem,
ktorej szczyt zostat uszczelniony tasma, mozna przechowywaé w temp. 4°C w okresie
1 tygodnia.

- Po usunigciu szklanych ptyt, zel umocowany na plastikowym filmie jest gotowy do
wykorzystania.

Przebieg doswiadczenia:

A. Przeprowadzenie elektroforezy:

- Na 15 minut przed rozpoczeciem elektroforezy wlaczy¢ termostat i nastawi¢ temperature
15°C.

- Na chtodzong plytg aparatu wyla¢ 5 ml 1% roztworu Triton-X 100.

- Umiesci¢ zel na ptycie aparatu.

- Paski bibuly dlugosci zelu nasaczy¢ roztworem elektrodowym odpowiednim dla
anody 1 katody 1 umiesci¢ na brzegach zelu.

- Przeprowadzi¢ preelektroforeze: Warunki preelektroforezy: temperatura 15°C, napiecie
2000 V, prad 150 mA, moc 10 W, czas trwania 30 min.

- Umiesci¢ skrawki Paratexu na zelu w odleglosci 1 cm od lewego brzegu zachowujac
odlegtos$¢ 1-2 mm migdzy skrawkami.

- Na skrawki bibuty nanies¢ 15 pl badanej surowicy, uprzednio zredukowanej cysteina.

- Prowadzi¢ elektroforeze w warunkach: temperatura 15°C, napiecie 2000 V, prad 150 mA,
moc 30 W, czas 60 min.

- Usuna¢ skrawki bibuty.

- Kontynuowa¢ elektroforez¢ w tych samych warunkach przez 90 min.

53



B. Utrwalenie, barwienie i zabezpieczenie zelu:

- Po zakonczeniu elektroforezy umiesci¢ ptytke z zelem w roztworze utrwalajacym na okres
30-60 min.

- Nastepnie zala¢ ptytke z zelem roztworem odbarwiajacym N° I i pozostawi¢ na okres
30 min.

- Wybarwia¢ w roztworze Coomassie R-250 przez 20 min.

- Phlukaé w roztworze odbarwiajacym N° I zmieniajac kilka razy kapiel, az do odbarwienia
tla.

- Pozostawi¢ zel na noc w roztworze N° II.

- Odbarwiony zel umiesci¢ w cieplarce w temperaturze 60° C i suszy¢ 60 min.

- Zel zabezpieczy¢ przyklejajac plastikowy film.

Post¢gpowanie po zakonczeniu doswiadczenia:
- Rozmontowac¢ uktad, przemy¢ elektrody woda destylowana.

Oczekiwane wyniki:

Obserwowany wzor elektroforetyczny wszystkich homozygotycznych fenotypow
0,—AT sktada si¢ z 5 widocznych pasm o roznej szybkosci elektroforetycznej. W obrazie
odmian heterozygotycznych, obserwujemy zmienng ilo$¢ pasm, w zaleznosci od fenotypu,
zwigzang z efektem naktadania. Rysunek 6.1 przedstawia obraz elektroforetyczny kilku
odmian fenotypowych a;—AT: linie. 219 - Pi M, linie 1 18 - P1 MZ, linie415 - Pi Z, linie 3
16 - Pi FM, linia 7 - Pi MS.

Rys. 6.1

Rozdziat elektroforetyczny, technika

izoelektroogniskowania,  probek  osocza Pt

ludzkiego. Rozdziat prowadzono w 5% zelu — - -
poliakrylamidowym w gradiencie pH 4,2-4.9. — g — — —

Zidentyfikowano fenotypy:

PiM -linie219,

PiMZ -linie 118,

PiZ -linie41i5, 5 3

Pi FM -linia 316, AT e

Pi MS - linia 7. 1234567809

PiSmiennictwo:
1. Pitacik B. Okreslenie fenotypow O -antytrypsyny metoda ogniskowania izoelektrycznego.
Diagn.Lab. 1989: 6; 276-283.
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Przyklad 7.

ELEKTROFORETYCZNE ROZDZIALY BIALEK GENERATYWNYCH CZESCI ROSLIN

Kalinowski A., Radtowski M.

Instytut Genetyki Roslin PAN, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznah, e-mail: fkal@igr.poznan.pl|

Wprowadzenie:

Zenska czescia generatywna roélin jest shupek zbudowany ze znamienia, szyjki
1 zalazni, w ktorej znajduje si¢ jeden lub wigcej woreczkéw zalazkowych z komorkami
jajowymi czyli makrogametofitami. Mgska czg$¢ stanowia pylniki, produkujace ziarna pytku
(mikrogametofity) z komorkami plemnikowymi. Latwos¢ pozyskania duzej ilosci
mikrogametofitow, a takze mozliwo$¢ manipulacji pojedynczymi ziarnami pytku umozliwiaja
elektroforetyczne rozdzialy oraz detekcj¢ bialek. Z uwagi na powyzsze, podobne analizy
z pojedynczych makrogametofitow sa mozliwe tylko w przypadku roslin szpilkowych
(Coniferae). Elektroforetyczne analizy biatek (enzymoéw) z pojedynczych ziaren pylku sa
interesujace zarOwno z punktu widzenia teoretycznego jak i praktycznego. Dojrzaty pyltek jest
wygodnym materiatem do badan poréwnawczych ze wzgledu na jego haploidalno$¢ i $cisle
wyrdéwnane stadium fizjologiczne (1-3). Ziarno pytku, podobnie jak pojedyncze znamig lub
jego wydzielina, zawieraja zbyt mala ilos¢ biatek by zastosowaé do ich rozdzialu
powszechnie uzywane metody elektroforetyczne. Wykonanie analiz z tego materiatu lub
materiatéw o podobnej charakterystyce wymaga miniaturyzacji stosowanych dotad technik.

MIKROELEKTROOGNISKOWANIE (mIEF) BIALKA.

Materialy:

Dojrzaty pytek kukurydzy - Zea mays (wielko$¢ ziarna 100 pm).
Pojedyncze znamiona tytoniu - Nicotiana alata.

Wydzielina z pojedynczych znamion tytoniu - Nicotiana alata.
Pojedyncze znamiona kostrzewy takowej - Festuca pratensis.
Plyta chlodzona biezaca woda.

Ptytki szklane o wymiarach 75%40x1mm,

Paski bibuly Whatmann 3 MM (75%15 mm),

Electrophoresis Film No E-1380 (Sigma),

9 Skrawki bibuty filtracyjnej (2%2 mm),

10 Celofan,

11 Mostek z platynowymi elektrodami wykonany dla metody mikro,
12 Binokular,

13 Dobrze wyostrzona pinceta ,

14 Bagietka szklana,

0O N N kW~

Aparatura:

15 Zasilacz EPS 3500 XL.

16 Lampa UV.

17 Densytometr laserowy UltroScan XL.

18 Skaner Sharp JX-330.

19 Programy komputerowe: LabScan, Image Master 2-D Elite.
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Odczynniki:

100 ml wodnego roztworu - akrylamid/bisakrylamid (30g/0,8g)

Ampholine lub Servalyt o zakresie pH 3-10,

0,015 % wodny roztwor ryboflawiny,

0,25 M NaOH (katodowy bufor elektrodowy),

0,25 M H3PO4 (anodowy bufor elektrodowy),

1% wodny roztwor dithiotreitolu (DTT) jako bufor ekstrakcyjny,

1% wodny roztwor dithiotreitolu (DTT) z 0,02% Nonidet P-40 (NP-40) jako bufor

ekstrakeyjny (tylko do ekstrakcji biatek znamion F. pratensis),

8 12% kwas trojchlorooctowy (TCA),

9 10% etanol,

10 0,1% azotan srebra,

11 3% weglan sodu z 50 :1 formaldehydu na 100 ml wodnego roztworu ,

12 1% kwas octowy,

13 0,2 M bufor octanowy pH 5,1, zawierajacy w 25 ml 47,3 UM a-naftylofosforanu
140,4 UM Fast Blue RR,

14 1,5 mM bufor fosforanowo-potasowy pH 6,0, zawierajacy w 25 ml 40,4 uM Fast Blue RR
1 51,0 UM a-naftylooctanu rozpuszczonego uprzednio w 1,25 ml dwumetyloformamidu.

NN N AW

Przygotowanie probki :

- Pojedyncze ziarna pytku i wydzieling znamienia rozdzieli¢ bez przygotowan.

- Pojedyncze znamig N. alata homogenizowac z 5 Ul 1% DTT, a F. pratensis z 2 Pl 1%
ditiotreitolu i 0,02% NP-40.

Przygotowanie systemu do pracy:

A. Przygotowanie zeli:

- Na plytce szklanej ulozonej w pozycji horyzontalnej 1 zroszonej woda umiescié
Electrophoresis Film No E-1380, tak by jego hydrofobowa strona skierowana byta do
wnetrza przysziej komory na zel a grubo$¢ zelu (0,4 mm) odpowiadata grubosci
plastikowych przektadek znajdujacych si¢ pomigdzy filmem a druga plytka szklana.

- Utlozone rownolegle w odleglosci 26 mm przekladki plastikowe maja jednocze$nie
ogranicza¢ drogg rozdziatu.

- W utworzona w ten sposdb komorg (60mm x 26mm x 0,4mm) wlewa¢ mieszaning wody /
akrylamidu / Ampholine / ryboflawiny (600:1 / 225:1 / 109:1 / 52:1) i polimeryzow¢ pod
swiattem UV przez 25 min. Odlegtos$¢ Zelu od lampy ustali¢ na 50 cm.

- Po polimeryzacji szybke wraz z przylegajacym do niej zelem oderwac od filmu, umiesci¢
w zamknigtej komorze (np. plastikowa, kwadratowa szalka Petriego), zabezpieczy¢ przed
wyschnigciem i przechowywano w temp. 4°C przez noc.

B. Wychlodzenie plyt:
- Na godzing przed rozpoczgciem rozdzialu ptyte wychtodzi¢ biezaca woda, a nastgpnie
umiesci¢ na niej szybke z zelem.

C. Programowanie zasilacza:

- Do mikroelektroogniskowania wykorzysta¢ dwa z dziewigciu programéw zasilacza.

- Pierwszy z nich, uzy¢ do pre-elektroogniskowania. Zastosowaé tam dwa stopnie: 100 V -
przez 10 min, 200 V - przez 15 min.
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Drugi uzy¢ podczas whasciwego elektroogniskowania. Zaprogramowac cztery stopnie:
35V -15min., 100 V - 30 min., 150 V - 10 min. 1 200 V - 5 min.

Przebieg doswiadczenia:

Na wychtodzonej plycie umiesci¢ przygotowany poprzedniego dnia zel (na plytce
szklanej).

Paski bibuty Whatmann 3 MM, nasaczone 0,25 M NaOH (katoda) 1 0,25 M H3;PO,4
(anoda), dosuna¢ czotowo do zelu. Umieszczany na nich mostek elektrodowy musi by¢
dostatecznie cigzki by zapewni¢ niezakldcony przeptyw pradu.

Przed naniesieniem prob prowadzi¢ pre-elektroogniskowanie (program 1).

Pojedyncze ziarna pytku wybierano pod binokularem (100-krotne powigkszenie),
umiesci¢ w zelu przy katodzie i rozgnies$¢ pgseta.

Uzywajac tej samej zacisnigtej pesety, w to samo miejsce na zelu nanies¢ minimalna ilo$¢
1% DTT w wodzie (obecno$¢ jonow w buforach ekstrakcyjnych powoduje zakldcenia
rozdziatow).

Zele z naniesionymi pytkami pozostawi¢ na 15 min w temperaturze pokojowe;.

W przypadku wydzieliny znamienia oraz znamion N. alata i F. pratensis probki aplikow¢
umieszczajac na zelu nasaczone ekstraktem biatkowym skrawki bibuly filtracyjnej
o wymiarach 2x2 mm.

Po zakonczonych rozdziatach zele wybarwia¢ azotanem srebra na obecnos¢ biatek
ogo6lnych lub specyficznie na wybrane enzymy.

Wybarwianie bialek azotanem srebra (4):

Utrwali¢ zel: 20-30 min. w 12% TCA.

Podda¢ zel ptukaniu: dwukrotnie po 5 min. w 10 % etanolu oraz trzykrotnie po 5 min.
w wodzie.

Barwi¢ zel: 30 min. w 0,1 % azotanie srebra.

Ptukanie zel: 1 min. w wodzie.

Wywota¢ barwe: do 10 min. w 3 % weglanie sodu z 50 pl formaldehydu na 100 ml
roztworu.

Wywotanie barwy przerwac kapiela: 5 min. w 1 % kwasie octowym.

Plukanie: dwukrotnie po 5 min. w wodzie.

Wybarwianie na obecno$¢ kwasnej fosfatazy:

Specyficzne barwienie przeprowadzi¢ w 40°C inkubujac zel w 25 ml 0.2 M buforu
octanowego pH 5,1, zawierajacym 47,3 umola a-naftylofosforanu i 40,4 pmola Fast Blue
RR.

Reakcjg prowadzi¢ do intensywnego uwidocznienia prazkow.

Barwienie przerwa¢ zanurzajac zel w 1% kwasie octowym na 10 min.

Wybarwianie na obecnos¢ esteraz:

Zel inkubowaé w 25 ml 1,5 mM buforu fosforanowo-potasowy pH 6,0 z dodatkiem Fast
Blue RR (40,4 :mola) oraz a-naftylooctan (51,0 pmola, rozpuszczony uprzednio
w 1,25 ml dwumetyloformamidu).

Barwienie prowadzi¢ w 37°C do uwidocznienia prazkow.

Reakcje przeryw¢ zanurzajac zel w 1% kwasie octowym na 10 min.

Zabezpieczenie zeli do przechowywania:

Na wybarwione zele nalozy¢ wilgotny celofan, szklana bagietka delikatnie usunaé
pecherzyki powietrza, a nadmiar celofanu podwinac.
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- Tak zabezpieczony zel pozostawi¢ na gtadkiej powierzchni w temperaturze pokojowej az
do wyschnigcia (okoto 24 godz.).

- Postgpujac w ten sposob, zele z wybarwionymi biatkami czy enzymami mozna
przechowywac nawet 10 lat bez utraty jako$ci wybarwienia.

- Dla udokumentowania wynikow zele densytometrowaé przy pomocy densytometru
laserowego UltroScan XL i przygotowac elektroforegramy.

- Alternatywnie mozna zastosowa¢ system skanowania optycznego oparty na skanerze
SHARP JX-330 i oprogramowaniu LabScan i Image Master 2-D Elite.

Oczekiwane wyniki:

Obrazy biatek z pojedynczych ziaren pytku dwoch linii kukurydzy i ich mieszancow,
otrzymane metoda mikro-elektroogniskowania i wybarwione azotanem srebra, wykazaty
istnienie wysokiego polimorfizmu. Populacje dwudziestu pytkéw dla kazdej z dwoch linii
1 trzydziestu pytkow ich mieszancow roznity si¢ jakosciowo i ilosciowo (frekwencja
prazkéw). Markery biatkowe dla pojedynczych ziaren pytku moga by¢ uzyte do szybkiego
rozrozniania ro$lin. Analiza biatek, w tym enzymdw, z pojedynczych pytkoéw, z uwagi na ich
haploidalne stadium, pozwala na bezposrednia interpretacje genetyczna danych
elektroforetycznych. Ograniczeniem prowadzenia podobnych do$wiadczen jest S$rednica
pylku - nie mniejsza niz 40 pm. Wielko$¢ ta umozliwia jeszcze manualne operacje,
a zawartos¢ biatek takiego pytku pozwalata na ich wybarwienie 1 detekcje (rys. 7.1).

iy T T
Rys. 7.1 . ks )

Biatka z trzech pojedynczych ziaren
pytkdw Zea mays po rozdziale metoda
mlEF 1 wybarwieniu azotanem srebra.

Metoda mIEF badano takze polimorfizm peptydéw pojedynczych znamion (5, 6) oraz
wpltyw obecnosci odmytych biatek $cian pytku (tzw. eluat) na zmiany biatek znamion
samoniezgodnych osobnikow F. pratensis. W pojedynczych znamionach, znamionach
traktowanych eluatem pytkowym i w eluacie pytkowym wykryto 27 peptydow. Jeden z nich
o punkcie izoelektrycznym (pl) w pH 5,0 wykryto tylko w znamionach traktowanych eluatem
pytkowym. Peptyd ten najprawdopodobniej odgrywa istotna role w zjawisku
samoniezgodnosci u F. pratensis (Rys. 7.2).
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Rys. 7.2

Bialka z trzech pojedynczych znamion
Festuca pratensis po rozdziale metoda
mlEF i wybarwieniu azotanem srebra.
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Zastosowanie mIEF do rozdziatow kwasnej fosfatazy (ACP) i esteraz z pojedynczego
znamienia N. alata miato charakter wstepny przed rozdzialami tych enzymow metoda

dwukierunkowej elektroforezy. W znamieniu

stwierdzono obecno$¢ trzech izoenzymow

ACP, natomiast w wydzielinie obecny byt tylko jeden z nich. W przypadku esteraz
zaobserwowano, ze niektore izoformy sa charakterystyczne tylko dla wydzieliny, inne tylko

dla znamienia (Rys. 7.317.4).

Rys. 7.3

Kwasna fosfataza wydzieliny
znamienia - 0 i pojedynczego
znamienia -1 Nicotiana alata
po rozdziatach metoda mlIEF.
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Rys. 7.4

Esterazy z pojedynczego znamienia - 0
1 jego wydzieliny -1 u Nicotiana alata

po rozdziatach metoda mlIEF.

Fealks

Intensicy
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Mikro-IEF mozna z powodzeniem uzy¢ nie tylko do analiz generatywnych czgsci
roslin lecz réwniez wtedy gdy dysponujemy bardzo ograniczong ilo$cia materiatu. Tq wtasnie
metoda badano zmienno$¢ w obrgbie jednej kolonii watrobowca Plagiochila porelloides.
W tym przypadku syntetyczny elektroforegram skonstruowano na podstawie obrazéw esteraz,
kwasnej fosfatazy, peroksydaz, diaforazy, dehydrogenazy kwasu jabltkowego, dehydrogenazy
kwasu szikimowego 1 dehydrogenazy kwasu glutaminowego.

Uwagi:

1 Jest to szybka i tania metoda, wymagajqca matej ilosci odczynnikow do sporzqdzania zeli
i mieszanin barwiqcych, moze mie¢ zastosowanie do analiz matych probek. Jest wysoce

powtarzalna.

2 Metoda ta wymaga jednak duzej wprawy i zdolnosci manualnych.
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Przyklad 8.

KRZYWE MIARECZKOWANIA ELEKTROFORETYCZNEGO

"Buchowiecka A,. *Peltre G

1Instytut Biochemii Technicznej, Politechnika t.6dzka, Stefanowskiego 4/10, 90-924 1.6dz,
e-mail: jabuchowiecka@hotmail.com|
?I’Unité d’Immuno Allergie, Instytut Pasteura, Paryz

Wprowadzenie

Miareczkowanie elektroforetyczne jest rodzajem poziomej dwuwymiarowej
elektroforezy wywodzacej si¢ z techniki ogniskowania elektroforetycznego. Kluczowe
znaczenie dla tej metody ma uformowanie w medium separacyjnym stabilnego liniowego
gradientu pH rosnacego w kierunku od anody do katody. W tym celu do nosnika dodawane sa
amfoteryczne elektrolity (amfolity) bedace heterogeniczna mieszaning izomerow
alifatycznych oligoamino-oligokarboksylowych kwasow o tagodnej gradacji ich pl, wysokiej
pojemnosci buforowej, wysokim przewodnictwie w pl oraz nie wykazujace niekorzystnych
oddzialywan z badanym materiatem biologicznym (1, 2). Miareczkowanie elektroforetyczne
wykonuje si¢ w kwadratowych Zelach z umieszczonym centralnie podtuznym aplikatorem dla
probki. Zel umieszcza sie miedzy elektrodami tak, by rowek aplikatora byt do nich
prostopadly; w tym kierunku formuje si¢ gradient pH przyktadajac do ukladu stata moc
odpowiednia do efektywnosci chtodzenia zelu. Czasteczki amfolitow poruszaja sig
w kierunku elektrody o znaku przeciwnym przyjmujac badz tracac protony w wyniku czego
ich wypadkowy tadunek powierzchniowy maleje
a ruchliwo$¢ elektroforetyczna obniza si¢ osiagajac
warto$¢ zero w pH odpowiadajacym wartosci ich
punktow izoelektrycznych. Przewodnictwo
amfolitow, poczatkowo wysokie, obniza si¢ w miar¢
migracji 1 tworzenia gradientu pH powodujac spadek
nat¢zenia pradu i proporcjonalny wzrost napigcia w
uktadzie zgodnie z zaleznoscia P = U™ I (Rys. 8.1).
Aby zapobiec przegrzewaniu si¢ zelu w regionach o
niskim przewodnictwie, nalezy ustawi¢ gorny limit Natezenie I
napiecia (Unax) jakie moze by¢ przylozone w trakcie
procesu. W drugim etapie zel obraca si¢ o 90° 1
wprowadza badang probke do aplikatora, ktory tym zas
razem jest utozony rownolegle do elektrod. Po Rys. 8.1 Wspblzaleznosé parametrow
przylozeniu statego napigcia amfolity zlokalizowane
w swoich punktach izoelektrycznych pozostana
nieruchome, a biatka probki bgda migrowaé z
ruchliwo$cia odpowiadajaca wartosciom pH w kazdym punkcie zelu. W wyniku separacji
1 wybarwienia elektroforegramu powstana krzywe podobne do klasycznych krzywych
miareczkowania biatek. Punkty przecigcia krzywych z rowkiem aplikatora wyznaczaja
wartosci pl poszczegolnych biatek.

Moc P

U max

Napiecie U

PV, I

elektroforetycznego procesu formowania

oradientu pH z udzialem amfolitow [11.
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Materialy:

1 Standardy elektroforetyczne do wyznaczania pl - Broad pl Kit, pH 3,5 - 9,3.
2 Preparat bialek enzymatycznych wytwarzanych pozakomérkowo przez bakterie Oerskovia
xanthineolytica otrzymany przez selektywne wysolenie z cieczy pohodowlanej oraz dializ¢
wobec 0,02 M buforu cytrynianowego, pH = 5,4; stezenie biatka Smg/ml.

Agaroza - Agarose for IEF.

D-Sorbitol.

Amfolity - Ampholine broad range pH 3,5 — 10.

Btekit Coomassie R-250.

Repel Silane.

Nosnik do zeli agarozowych - GelBond film for agarose.

Paski grubej bibuty o szerokosci okoto 7 mm jako rezerwuary roztwordéw elektrodowych -
IEF electrode strips.
10 tasma typu Dymo tape o grubosci 0,2 — 0,25mm.
11 Bibuta filtracyjna Whatman nrl

O 0O N b~ W

Aparatura:

1 System do elektroforezy poziomej Multiphor II.

2 Zasilacz EPS 3501.

3 Termostat MultiTemp III Thermostatic Circulator.
4 Kotyska laboratoryjna

Odczynniki:

1 Roztwory do wybarwiania elektroforegramu:
A- wodny roztwér 10% kwasu tréjchlorooctowego i 5% kwasu sulfosalicylowego
B - etanol : kwas octowy : woda destylowana (3 : 1: 6).
C - 0,5% roztwo6r Coomassie R-250 w uktadzie (etanol : woda : kwas octowy) (9 : 9: 2)
2 Roztwory elektrodowe: 0,25 M kwas octowy (roztwor anodowy), 0,25 M NaOH (roztwor
katodowy).
3 12% wodny roztwor sorbitolu.

Przygotowanie medium agarozowego:

- Do 12% wodnego roztworu sorbitolu wsypaé agaroz¢ w ilo$ci zapewniajacej koncowe
stezenie 0,8%.

- Poczeka¢ az agaroza opadnie ona na dno naczynia.

- Zawarto$¢ naczynia ogrzewa¢ w temperaturze ok. 100°C do osiagnigcia wrzenia ciagle
mieszajac. Gotowacé 4 minuty.

- Klarowny roztwor inkubowa¢ w temperaturze okoto 70°C az do momentu uzycia.

- Amfolity doda¢ tuz przed wykonaniem ptytki Zelu.

Przygotowanie ultracienkich plytek zelu:

A. Zmontowanie kasety do uformowania zelu:

- Kasety do wykonania ptytek Zelu mozna przygotowaé¢ samodzielnie z dwodch ptytek
szklanych o rozmiarach 12cm x 12,5cm i 12,5cm x 12,5cm (Rys. 8.2).

- W centralnej czg$ci mniejszej ptytki, réwnolegle do jej krotszej krawedzi, przylepi¢ 8,5cm
odcinek tasmy typu Dymo tape o grubosci 0,2 — 0,25mm.
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Skalpelem przecia¢ (w potowie szerokosci) taSme wzdtuz pozostawiajac jeden fragment
przylepiony do ptytki, a drugi usuna¢. Slady kleju zmy¢ metanolem.

Wypuktly ksztalt nalepionego odcinka tasmy odwzorowany zostanie w zelu w postaci
wglebienia stuzacego do nanoszenia proby (tzw. aplikator proby).

Czysta 1 odtluszczona robocza powierzchni¢ plytki (z nalepiona tasma) pokry¢ warstwa
hydrofobowa stosujac gazik zwilzony Repel Silane. Czynno$¢ t¢ wykonaé¢ w rekawicach
pod dygestorium. Jej celem jest zapobiezenie adhezji zelu do powierzchni szkla co
gwarantuje wyjecie zelu z kasety w stanie nienaruszonym.

q
[
D
N N
115
R
I 125

Rys. 8.2

Wymiary ptytek szklanych stosowanych do konstruowania kasety dla zeli do ETC.

Na wigkszej z ptytek szklanych rozprowadzi¢ okoto 1ml wody i przykry¢ ja odpowiednio
przycigtym poliestrowym arkuszem GelBond, tak, aby jego strona hydrofobowa byla
w kontakcie z woda.

Goérna, hydrofilowa strong GelBond (zazwyczaj chroniong arkuszem papieru) przykry¢
bibula filtracyjna i odcisna¢ nadmiar wody, powodujac przylgnigcie plastiku do szkta.

Z arkusza GelBond, ktérego grubo$¢ wynosi 0,2 mm, wyciaé parg¢ przektadek
dystansowych (spacer’ow) w ksztalcie litery ,,U” o zewngtrznym rozmiarze 12,5cm x
12,5cm i szeroko$ci Smm. Ztozone i zlepione olejem silikonowym przektadki beda mialy
grubo$¢ 0,4mm, odpowiadajaca planowanej grubosci zelu separacyjnego.

Zestawi¢ kasetg poprzez spigcie klamrami przygotowanych ptytek szklanych, roboczymi
powierzchniami do $rodka, rozdzielonych przektadka dystansowa.

Przygotowana kasetg ogrzewaé w suszarce do temperatury okoto 70°C.

Wigksza ptytka wystaje o 0,5 cm ponad szczeling w goérnej czesci kasety. Przez tg
szczeling wprowadzi¢ wezesniej przygotowane medium agarozowe.

Wypelnienie kasety zelem:

Do probdéwki o pojemnosci 6 ml odmierzy¢ 5,7 ml goracego medium agarozowego.

Doda¢ 300l 40% roztworu amfolitow o zadanym zakresie pH.

Doktadnie wymiesza¢ (koncowe st¢zenie amfolitdw w mieszaninie wynosi 2%).
Zdecydowanym ruchem wla¢ cala zawarto$¢ probowki przez szczeling ogrzanej do 70°C
kasety. Utozy¢ kasete poziomo. Odczekac az zel stezeje.

Zel agarozowy powinien by¢ uzyty nastepnego dnia. Mozna jednak kasete z Zelem
przechowywac w lodowce, szczelnie zamknigta w foliowym woreczku, okoto tygodnia.
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a) Obrét 0 90° b)

@) ()

M pH 10

pH 3,5 Aplikator prébki pH 10

pH 3,5

(+) (+)

Rozdzielone markery pl

Rys. 8.3

Sposéb utozenia zelu migdzy katoda (-) 1 anoda (+) w pierwszym i drugim etapie procesu
elektroforetycznego miareczkowania. M: elektroforetyczne standardy (markery) pl nanoszone
na zel w celu zdefiniowania gradientu pH.

Przebieg doswiadczenia:

Miareczkowanie elektroforetyczne prowadzi¢ w dwoch etapach: formowanie gradientu pH
(pierwszy wymiar, Rys. 8.3a) 1 natywna elektroforeza w gradiencie pH (drugi wymiar,
Rys.8.3b).

A. Formowanie gradientu pH:

- Wiaczy¢ system chtodzenia (+15°C).

- Zel wyjaé z kasety podwazajac i unoszac skalpelem mniejsza ptytke;

- Powierzchnig zelu doktadnie osuszy¢ brzegiem bibuty Whatman nrl.

- Na $rodek stolika chtodzacego nanie$¢ okoto 1ml wody lub 0,5% wodnego roztworu
glicerolu w celu zapewnienia dobrego kontaktu termicznego zelu z powierzchnia
chlodzaca.

- Umiesci¢ ptytke zelu, tak aby GelBond doktadnie przywierat do stolika, a aplikator
probki byt prostopadty do elektrod (Rys. 3a). Nadmiar czynnika kontaktowego wysuszy¢
bibula.

- Dwa paski grubej bibuly o szerokosci okoto 7 mm (IEF electrode strips) przyciac tak,
aby byly o okoto 4 mm krotsze od szerokosci zelu i umie$ci¢ na plytce szklanej. Lekko
nasaczy¢ jeden z nich elektrolitem anodowym, a drugi katodowym.

- Tak przygotowane paski bibuty umiesci¢ wzdtuz odpowiednich brzegéw na zelu
zwracajac uwage, aby nie wystawaty poza zel.

- Ustawi¢ elektrody na paskach bibuly zapewniajac ich wzajemny kontakt.

- W prawym gérnym rogu zelu, w odlegtosci 1cm od anody, nanies¢ 2 pl roztworu
markerow pl (bezposrednio na zel lub na bibutke aplikacyjna).

- Na zasilaczu ustawi¢ parametry limitujace proces: Upnax=1500 V, I11x=7 mA, Pyax-7 W
oraz parametr staty P =2 W = const.

- Podlaczy¢ przewody obu elektrod, zamkna¢ pokrywe aparatu.

- Wiaczy¢ zasilacz i obserwowac zel. Na powierzchni zelu powinny pojawic sig, widoczne
zwlaszcza w poblizu anody, delikatne, faliste linie gradientu. Proces mozna zakonczy¢ po
osiagnigciu co najmniej 1000 Vh.
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B. Natywna elektroforeza w gradiencie pH:

- Po wylaczeniu zasilania, otworzy¢ pokrywe aparatu i obrécic zel o 90° (Rys. 3b).

- Przenie$¢ paski bibuly z elektrolitami na plytke szklana, a fragmenty Zelu na ktérych one
spoczywaty usuna¢ ostrym narzedziem.

- Umiesci¢ paski bibuly z elektrolitami na Zelu pod odpowiednimi elektrodami.

- W rowek aplikatora wprowadzi¢ 40 ul badanego roztworu biatek o st¢zeniu Smg/ml

- Na zasilaczu ustawi¢ state napigcie U=600V i prowadzi¢ rozdzial do osiagnigcia
wartosci 200 Vh (okoto 18 minut)

C. Wybarwianie elektroforegramu:

- Natychmiast po zakonczeniu procesu ptytk¢ zelu zanurzy¢ w roztworze A. Powoduje to
unieruchamienie biatek oraz wymycie amfolitow.

- Utrwalanie prowadzi¢ 30 — 60 minut, najlepiej ustawiajac kuwet¢ z zelem na kotysce
laboratoryjne;.

- Przemy¢ zel dwoma porcjami roztworu B (2 x 5 minut).

- Osuszy¢ zel. W tym celu ulozy¢ go na plytce szklanej, powierzchni¢ zelu przykry¢
kolejno odpowiednio przycigtym arkuszem bibuty Whatman nr 1, pigcioma arkuszami
bibuly filtracyjnej oraz plytka szklana, a nastgpnie obciazy¢ 1 kg odwaznikiem (np.
litrowa butla z woda) na okoto Sminut.

- Usuna¢ warstwy bibuty filtracyjnej pozostawiajac arkusz Whatman nr 1, wysuszy¢ zel
goracym powietrzem po czym usuna¢ bibulg.

- Zanurzy¢ wysuszony zel na 5 — 15 minut w roztworze barwiacym C (kotyska), po czym
niezwiazany barwnik wyptuka¢ woda destylowana.

- Otrzymany elektroforegram z widocznymi krzywymi miareczkowania 1 prazkami
markeréw pl suszy¢ na powietrzu.

D. Okreslenie gradientu pH:

- Po zakonczeniu pierwszego etapie procesu, uformowany w zelu gradient pH mozna
okresli¢ przez bezposredni pomiar elektroda pH (2).

- Kalibracja zelu markerami pl umozliwia wykreslenie krzywej wzorcowe] ujmujacej
zalezno$¢ pl poszczegodlnych standardéw elektroforetycznych od ich odlegtosci od anody.
Przez interpolacj¢ mozna wyznaczy¢ wartosci pl dla badanych biatek.

Oczekiwane wyniki:

Krzywe miareczkowania elektroforetycznego dostarczaja informacji na temat pH -
zaleznych wlasciwosci biatek, takich jak np.: stabilno$¢, wzrost ruchliwosci w poblizu pl,
zmiany konformacyjne lub wiasciwosci wiazania ligandow. Metoda ta pozwala réwniez
wyznaczy¢ optymalne pH dla rozdziatu bialek w chromatografii jonowymiennej,
chromatoogniskowaniu lub elektroforezie preparatywnej (4,5, 6,7). Miareczkowanie
elektroforetyczne czgsto wykonuje si¢ w 4% zelach poliakryloamidowych. Poniewaz amfolity
moga przeszkadza¢ w procesie polimeryzacji, procedura wymaga przygotowania ,,czystego”
zelu, ktory suszy si¢ 1 przed uzyciem poddaje rehydratcji w odpowiednim roztworze
amfolitow (4). Znacznie wygodniejsze jest zastosowanie no$nika agarozowego, ktéry jest
nietoksyczny, latwy do przygotowania, eliminuje efekt sita molekularnego oraz szybciej sig
wybarwia (8). Prezentowany elektroforegram (3) wykonany zostat w pracowni Dr Gabriela
Peltra, I’Unité d’Immuno Allergie, Instytut Pasteura, Paryz.
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Rys. 8.4 K

Krzywe miareczkowania elektroforetycznego 3
surowego preparatu B-1,3-glukanaz Oerskovia . -
xanthineolytica wykonane w zelu agarozowym \

1 wybarwione blgkitem Coomassie R-250. |
Gtowna frakcje preparatu stanowia biatka P

,
fo \k e \\. "

o punktach izoelektrycznych z przedziatu -

pH 5,5—7. Obecne sa rowniez biatka silnie : -

kwasne 1 silnie zasadowe. Zakresy pH,

w ktorych krzywe maja mocno wybarwiony .

1 ostry rysunek wyznaczaja granice obnizonej
rozpuszczalno$ci odpowiadajacych im biatek
(9), natomiast rozmyte linie sugeruja obnizona

pH 10

m 3543 &bl B85 w8 LT =10

stabilnos¢ biatek (5).

Uwagi:

1 Stosowac odczynniki o elektroforetycznej czystosci oraz wode podwojnie destylowanqg lub
dejonizowangq.

2 Probka badana powinna by¢ klarowna (wirowanie lub filtracja) i nie zawierac soli
(dializa).

3 Aby skroci¢ czas formowania gradientu pH proces mozna prowadzi¢ dwustopniowo np.:
najpierw przy nizszej wartosci mocy P; = 2 W = const, a nastepnie zwiekszy¢ moc
dwukrotnie P, = 4 W = const. Pojawienie si¢ na szybce ostaniajqcej Zel kondensatu pary
wodnej sygnalizuje lokalne przegrzanie zelu w trakcie formowania gradientu. Nalezy
wowczas zmniejszy¢ wartos¢ mocy o jednostke i kontynuowac proces. Po zniknieciu
kondensatu mozna powrocic¢ do wyzszej wartosci mocy.

4 Jesli elektroforeze prowadzimy rownoczesnie w dwoch jednakowych zelach nalezy
zwiekszy¢ dwukrotnie wartos¢ mocy i odpowiednio zwiekszy¢ limit napiecia i natezenia
pradu; separacje w drugim kierunku prowadzi¢ przy napieciu U = const jak dla
pojedynczego zelu.

5 Po wylqczeniu zasilania wszystkie operacje nalezy wykona¢ sprawnie, aby zminimalizowa¢
dyfuzje amfolitow w zelu prowadzqcq do zaburzenia uformowanego gradientu pH.

6 Zadaniem roztworow elektrodowych jest zapobieganie procesom utleniania i redukcji
Jjakim amfolity i biatka moglyby ulegac na elektrodach. Wartosci pH odpowiednich
elektrolitow powinny by¢ bliskie granicznym wartosciom pH w poblizu anody i katody.
Wybor wtasciwych elektrolitow zalezy gtownie od gradientu pH w jakim chcemy prowadzié
proces miareczkowania lub ogniskowania izoelektrycznego.
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Przyklad 9.

MINIATUROWA ELEKTROFOREZA DWUKIERUNKOWA (m2D) BIALEK Z
GENERATYWNYCH CZESCI ROSLIN

Kalinowski A., Radtowski M.

Instytut Genetyki Roélin PAN, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan, e-mail: ikal@igr.poznan.pl|

Wprowadzenie:

Znana od 1975 metoda elektroforezy dwukierunkowej (2D) jest obecnie szeroko
stosowana do analiz biatek z bakterii, tkanek zwierzgcych i ro§linnych (1). Cze$ci
wegetatywne roslin (nasiona, siewki, liscie) sa tatwo dostgpne i moga dostarczy¢ znacznie
wigcej bialka w pordéwnaniu z czgSciami generatywnymi. Rozdzialy biatek metoda
dwukierunkowej elektroforezy z generatywnych czesci roslin wymagaty zatem miniaturyzacji
stosowanej metody (2, 3). W badaniach roslin, szczegdlnie poréwnawczych i genetycznych,
istotna c¢zg$¢ stanowia analizy izoenzyméw obecnych w ich tkankach. Jednokierunkowe
metody elektroforetyczne w wielu przypadkach nie dawaly w petni zadowalajacych wynikow.
Powstata wigc idea opracowania metodyki zminiaturyzowanej 2D elektroforezy do
rozdzialow enzyméw, ktora dostarczalaby znacznie wigcej informacji niz zwykla
elektroforeza strefowa czy ogniskowanie izoelektryczne (IEF). W pracach dotyczacych 2D
enzyméw komercyjnych (4) odwrdcono przyjeta zazwyczaj kolejno$¢ rozdzialow, stosujac
w pierwszym kierunku elektroforezg¢ strefowa, w drugim za$ IEF. Poniewaz taka procedura
nie sprawdzita si¢ w naszych doswiadczeniach powrdocono do powszechnie przyjetej
kolejnosci rozdziatow. Dane literaturowe wskazuja, ze czg$¢ enzymow komercyjnych mozna
renaturowac po rozdziatach z SDS. W przypadku naszych badan z enzymami pytkowymi
okazalo sig, ze po rozdzialach w warunkach denaturujacych, z calej grupy badanych
enzyméw aktywno$¢ udalo si¢ przywrocic tylko kwasnej fosfatazie i esterazom, co pozwolito
na oznaczenie pl oraz mas czasteczkowych ich izoform.

Materialy:

1 Dojrzaty pylek kukurydzy - Zea mays.

Znamiona kostrzewy takowej - Festuca pratensis.

Pojedyncze znamiona tytoniu - Nicotiana alata.

Wydzielina z pojedynczych znamion tytoniu - Nicotiana alata.
Pipety Paseura

Kapilary 60mm % 0,55 mm (biatka ogdlne).

Kapilary 60 mm % 1,4 mm (enzymy).

~N N N RN

Aparatura:

1 Zasilacz EPS 3500 XL.

2 Wiréwka prozniowa (Speed - Vac).

3 Wiasnej konstrukceji aparat do izoelektroogniskowania w kapilarach
4  Aparat do elektroforezy pionowe;.

5 Skaner Sharp JX-330.

6 Programy komputerowe: LabScan, Image Master 2-D Elite.

Odczynniki:
I. Odczynniki do elektroforezy m2D bialek ogolnych:

68


mailto:akal@igr.poznan.pl

A. Pierwszy kierunek - IEF (kolumienki 60mm % 0,55mm), porcje na 48 kolumienek

100 ml wodnego roztworu akrylamid/ bisakrylamid (30g/0,8g) - 75pl.

10 g mocznika rozpuszczonego w 13 ml cieplej wody - 300 pl.

Amfoliny o okre$lonym pH - 25 pl.

TEMED - 0,5 pl.

10% nadsiarczan amonu 1 pl.

Woda 25 pl.

Bufor elektrodowy katodowy: 0,25 M NaOH - 100 ml.

Bufor elektrodowy anodowy: 0,25 M H3PO,4 - 100 ml.

Bufor ekstrakcyjny: 0,7M sacharoza, 0,5M Tris, 30 mM HCI, 50mM EDTA, 0,1 M KClI,

2 mM PMSF, 2% DTT.

10 Uwodniony fenol.

11 0,1 M octan amonu w metanolu.

12 Bufor rozpuszczajacy: 9M mocznik, 4% NP-40, 2% DTT, 2% amfoliny pH 2-4.

13 Bufor zmieniajacy pH (ang. transfer buffer) : 20 ml 0,5 M buforu TRIS-HCI pH 6,8; 8 ml
0,05% bigkitu bromofenolowego, 40 ml 10% SDS, 72 ml wody (przechowywaé w
ciemnym naczyniu)

O 00 IO L B WD —

B. Drugi kierunek: SDS-PAGE (13% zel 140 mmx*100mmx0,5mm), porcje na 3 zele:
1 1,5 M bufor Tris-HCI pH 8,9 - 6,60 ml.

2 Wodny roztwor akrylamid/ bisakrylamid (30g/0,8¢g) -11,00 ml.

3 Woda/ TEMED (750ml/Iml) - 7,60 ml.

4 10% nadsiarczan amonu w wodzie - 0,58 ml

5 Bufor elektrodowy: 3 g Tris, 14,4 g glicyny, 1 g SDS -1 litr,

I1. Odczynniki do elektroforezy m2D enzymow:

A. Pierwszy kierunek - [EF (kolumienki 60 mm X 1,4 mm), porcje na 12 kolumienek:

1 100 ml wodnego roztworu akrylamid/bisakrylamid (4,75g/0,25g) - 90 pl..

Amfoliny (Ampholine) o okreslonym pH - 45 pl.

2% TEMED - 15 pl.

0,25% nadsiarczan amonu - 90 pl

Woda 375 ul

Bufor elektrodowy katodowy: 0,25 M NaOH - 100 ml.

Bufor elektrodowy anodowy: 0,25 M H3POy4 - 100 ml.

Bufor ekstrakcyjny - 1% wodny roztwér DTT.

Bufor zmieniajacy pH: 20 ml 0,5 M buforu Tris-HCl pH 6,8; 8 ml 0,05% bigkitu
bromofenolowego, 112 ml wody. W przypadku rozdziatow w warunkach denaturujacych
bufor zawiera 72 ml wody 1 40 ml 10% SDS (przechowywaé w ciemnym naczyniu).

O 00 1O DN B~ W

B. Drugi kierunek - PAGE ( 12% zel, 140mmx100mmXI1mm), porcja na jeden zel:
6 1,5 M bufor Tris-HCI, pH 8,9 - 5 ml

7 Wodny roztwor akrylamid/ bisakrylamid (30g/0,8g) - 8 ml

8 Woda - 6,8 ml

9 10% nadsiarczan amonu - 0,1 ml

10 TEMED - 0,01 ml

11 Bufor elektrodowy: 3 g Tris, 14,4 g glicyny, 1 g SDS -1 litr,
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Odczynniki do barwienia:

1 3% kwas octowy.

2 Mieszanina barwiaca esterazy: 1,5 mM bufor fosforanowo-potasowy pH 6,0, zawierajacy
w 25 ml 40,4 pmola Fast Blue RR i 51,0 pmola a-naftylooctanu rozpuszczonego
uprzednio w 1,25 ml dwumetyloformamidu.

3 Mieszanina barwiaca kwasna fosfataz¢: 0,2 M bufor octanowy pH 5,1, zawierajacy
w 25 ml 47,3 pmola a-naftylofosforanu i 40,4 pmola Fast Blue RR.

Przygotowanie probki:

Procedura ekstrakcji bialek:

A. elektroforeza m2D bialek ogdlnych (5):

Homogenizowa¢ materiatl wyjsciowy i ekstrahowa¢ 30 min w 4°C.

Wiytrzasa¢ ekstrakt z uwodnionym fenolem (1:1 obj.) - 10 min.

Wirowac przy 5000 obr./min. - 5 min.

Zebrac¢ fazg fenolowej (pipeta Pasteura).

Powtorne wytrzasa¢ faze fenolowa z buforem ekstrakcyjnym (1:10bj.) - 5 min.
Wirowac przy 5000 obr./min. - 5 min.

Zebra¢ faze fenolowa.

Precypitowac¢ biatka z fazy fenolowej 0,1 M octanem amonu (1:4 obj.) w temperaturze
-20°C w czasie 24 godz.

9 Wirowac¢ przy 15 000 obr./min. - 3 min.

10 Suszy¢: wirowac pod préznia (Speed-Vac) - 40 min.

11 Rozpusci¢ w buforze rozpuszczajacym w temp. pokojowej (okoto 60 min.)

B. elektroforeza m2-DE enzyméw:

12 Pylek homogenizowaé z 1% roztworem DTT.

13 Bialka ekstrahowac przez 15 min w 4°C 1 wirowac przez 3 min. przy 15 000 obr./min.
14 Zebra¢ supernatant.

01N DN B W~

Przygotowanie systemu do pracy:

Przygotowanie zeli poliakrylamidowych:

- Odpowiednio dobrang kapilarg napelni¢ mieszanina do polimeryzacji.

- Przy napehianiu kapilar pozostawi¢ w ich gérnej i dolnej czgsci przestrzen na ekstrakt
biatkowy.

- Kapilarg z mieszanina umiesci¢ w gumowej podstawce.

- Po spolimeryzowaniu, przestrzen kapilary nad zelem wypeli¢ woda i przechowywac
w lodéwce przez noc.

- Plytg zZelu poliakrylamidowego o odpowiedniej grubosci przygotowa¢ w komorze
ustawionej pozycji wertykalne;j.

- Dno komory uszczelni¢ zestalona 1,5% agaroza rozpuszczong w 0,2 M buforze Tris-HCl
pH 8.,9.

Zaprogramowanie zasilaczy:
- Do ogniskowania izoelektrycznego biatek i enzymow wykorzysta¢ szes$¢ stopni programu:
- 50V - 15 min.,
- 100V - 15 min.,
- 150V - 15 min.,
- 200V - 15 min.,
- 300V - 120 min.,
- 400V - 15 min.
- Do rozdzialéw w drugim kierunku wybra¢ program limitujacy nat¢zenie pradu do 15 mA.
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Przebieg doswiadczenia:
A. Rozdzialy bialek ogélnych:

Przygotowana probke (12:1) nanie$s¢ do kapilary do czgs$ci nie wypelnionej zelem od
strony anody.

Kapilarg umiesci¢ w jednej z uszczelek aparatu do elektroforezy rurkowej (wlasnej
konstrukcji), tak aby kapilara jednym koncem kontaktowata si¢ z buforem anodowym
(gérny pojemnik) a drugim koncem z buforem katodowym (pojemnik dolny).

Po wypetnieni komor buforami elektrodowymi sprawdzi¢, czy nie ma na koncach kapilar
pecherzy powietrza. Jezeli sa to usuna¢ je i podtaczy¢ napigcie z zasilacza.

Po zakonczonym rozdziale w pierwszym kierunku zele wyja¢ z kapilar przy pomoca
strzykawki lekarskiej wypetionej woda i utozy¢ je na szkietkach mikroskopowych. Zala¢
buforem zmieniajacym pH na czas 2 min.

Umiesci¢ zele pomigdzy szklanymi ptytami zawierajacymi zel do SDS-PAGE w miejscu
gdzie zwykle nanosi si¢ probki. W jednej kasecie mozna umiesci¢ obok siebie dwa zele
1D.

Docisna¢ zele 1D do goérnej powierzchni zelu SDS-PAGE tak aby zapewni¢ dobry ich
kontakt. Uzupemi¢ bufor elektrodowy (katodowy) i rozpoczaé rozdzial w drugim
kierunku.

Po zakonczeniu rozdziatu biatka w Zelach wybarwi¢ azotanem srebra.

Wybarwione zele skanowa¢ (SHARP JX-330) i analizowa¢ uzywajac programow
LabScan i Image Master 2-D Elite.

Uwaga:

1

2

Detergent NP-40 znajdujqcy sie w buforze rozpuszczajacym zaktoca poprawne oznaczenie
ilosci biatka metodq Bradforda.

Przygotowane kapilary z zelem poliakrylamidowym mozna przechowywacé przez kilka dni
w 4°C.

B. Rozdzialy enzymow:

Surowy ekstrakt biatka nanies¢ z obu stron kapilar zelu poliakryloamidowego ale bez
amfolin przy koncu katodowym, a z 2% amfolinami, o zakresie pH 2-4, przy koncu
anodowym.

Kapilary z docisna¢ do bibuly znajdujacej si¢ w dolnej czgs$ci aparatu. Zapobiega to
dyfundowaniu ekstraktu do buforu.

Dalszy tryb postgpowania oraz czas i warunki pradowe powinny by¢ takie same jak
w przypadku rozdzialow biatek ogdlnych.

Po rozdziatach, bialka w zelach wybarwia¢ na obecno$¢ odpowiednich enzymow
1 analizowa¢ tak samo jak peptydy wybarwiane azotanem srebra.

Uwaga:

3

4

Bufor zmieniajqcy pH uzywany do zalewania zeli 1D nie powinien w tym przypadku
zawierac SDS.

Na podstawie wielu doswiadczen stwierdzono, ze IEF prowadzony przy odwrotnie
podtqczonych biegunach, niz to ma miejsce podczas rozdziatow biatek ogolnych daje
znacznie lepsze rozdzialy.

Post¢gpowanie po zakonczeniu doswiadczenia:

Po sporzadzeniu obrazéw elektronicznych, zele mozna przechowywaé w woreczkach

polietylenowych w temp. 4°C przez kilka lat.
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Oczekiwane wyniki:

Metode miniaturowej elektroforezy 2D zastosowano w badaniach zjawiska
samoniezgodnos$ci u N. alata i F. pratensis (6, 7). Analiza peptydow z pojedynczych znamion
1 ich wydzieliny osobnikow N. alata wykazala wysokie zrdznicowanie ilosciowe
i jakosciowe (Rys.9.1). Zaré6wno w znamionach jak i ich wydzielinach wykryto grupy

charakterystycznych peptydow.
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Rys. 9.1 Biatka wydzieliny - a, ¢, e i pojedynczych znamion - b, d, f u N. Alata.
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Zauwazono, ze znamiona i ich wydzieliny potraktowane eluatem $cian pytku tej samej rosliny
zmieniaty obrazy swych biatek. Polegato to na zaniku niektorych peptydéw i pojawieniu sig
innych biatek, nie wykrywanych przedtem w wydzielinie, znamionach i w samym eluacie.
Podobnie doswiadczenia przeprowadzone dla wyselekcjonowanych, samoniezgodnych
osobnikow F. pratensis pozwolity stwierdzi¢ obecno$¢ pigciu peptydow, o niskich masach
czasteczkowych (od 12,5 kD do 17 kD) i roéznych punktach izoelektrycznych tylko
w znamionach traktowanych eluatem pylkowym, co sugeruje ich udzial w zjawisku
samoniezgodnosci u tego gatunku.

Miniaturowa 2-D elektroforez¢ wykorzystano roéwniez do analiz uktadow
enzymatycznych. Kwasna fosfataza obecna w pojedynczych znamionach N.alata i w ich
wydzielinie okazala si¢ monomorficzna. W wydzielinach znamion wykryto trzy
monomorficzne izoformy esteraz, ktorych obecnos$ci nie stwierdzono w znamionach. W tych
ostatnich wykryto w sumie dziewigtnascie izoform esteraz, z ktorych dziewig¢ obserwowano
we wszystkich probach (Rys.9.2 i Rys. 9.3).
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Rys. 9.2

Kwasna fosfataza znamion (a) 1 wydzieliny znamion (b) u N. alata po rozdziatach

w zminiaturyzowanej 2-D elektroforezie. Podwojna linia zaznaczono enzymy o nizszej
aktywnosci. RE - ruchliwos$¢ elektroforetyczna.
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Rys. 9.3

Esterazy znamion (a) i ich wydzieliny (b) u N. alata po rozdziatach w zminiaturyzo
wanej 2-D elektroforezie. Strzatkami zaznaczono te izoformy, ktére wykryto we
wszystkich probach. RE - ruchliwo$¢ elektroforetyczna.
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Esterazy 1 kwasna fosfataze badano takze w lisciach pojedynczych siewek i pylku trzech
odmian stonecznika. Interesujace okazato sig, ze sposrod trzydziestu czterech izoform esteraz
siedem byto charakterystycznych dla pytku, dwadziescia cztery dla lisci, a tylko trzy byty
obecne zaréwno w lisciach jak 1 pytku. Z dwudziestu trzech izoform kwasnej fosfatazy piec
znaleziono tylko w pyltku, trzynascie w liSciach, a pig¢ bylo wspdlnych.

PiSmiennictwo:

1. OFarrell P.H., J. Biol. Chem. 1975: 250; 4007.

2. GrgA., Postel W., Baumer M., Weiss W., Electrophoresis, 1992: 13; 192.

3. Hochstrasser D.F., Harrington M., Hochstrasser A.C., Miller M.J., Merril C.R., Anal.

4.

e

Biochem., 1988: 173; 424.

Mukasa H., Tsumori H., Takeda H., Electrophoresis, 1994: 15; 911.

Hurkman W .J., Tanaka Ch.K., Plant Physiol., 1986: 81; 802.

Kalinowski A., Radlowski M., Winiarczyk K., Borzyszkowska E., Bibliotheca Fragmenta
Agronomica, 1999: 6; 23.

Kalinowski A., Radlowski M., Borzyszkowska E., (w druku), Postgpy Nauk Rolniczych.

74



Przyklad 10.

ZASTOSOWANIE ELEKTROFOREZY DWUKIERUNKOWEJ W ANALIZIE BIALEK
KOMOREK MDCK ZAKAZONYCH WIRUSEM INFLUENZY KONI

Rozek W.

Zaktad Wirusologii, Panstwowy Instytut Weterynaryjny w Putawach,
e-mail: &rozek@piwet.pulaw.gﬂ

Wprowadzenie:

Elektroforeza dwukierunkowa (IEF/ SDS PAGE) jest jedna 2z najszybciej
rozwijajacych si¢ metod elektroforetycznych. Kombinacja technik wykorzystujacych tak
odmienne a réwnoczesnie S$cisle zdefiniowane kryteria rozdzialu bialek jak punkt
izoelektryczny (pl) i masa czasteczkowa, zapewnia wysoka rozdzielczo$¢ i powtarzalnos¢.
State unowoczes$nianie tej metody (np. wprowadzenie standaryzowanych zeli zawierajacych
immobilizowany gradient pH), pozwolito na analiz¢ bardzo ztozonych mieszanin biatkowych
(1). Mozliwe stato si¢ rozdzielenie w pojedynczym eksperymencie nawet kilkunastu tysigcy
polipeptydoéw zawartych w lizatach komodrek eukariotycznych. Elektroforeza dwukierunkowa
wraz z spektrometria masowa sa podstawowymi narzedziami dynamicznie rozwijajacego si¢
kierunku badan — proteomiki. Elektroforeza dwukierunkowa umozliwia uzyskanie informacji
0o masie czasteczkowe]j 1 punkcie izoelektrycznym dla wielu biatek jednoczes$nie.
W prezentowanym do$wiadczeniu zastosowano elektroforeze dwukierunkowa do rozdzielenia
biatek M1 i NS1 wirusa influenzy koni. W trakcie zakazenia komorek wirusem influenzy
dochodzi do syntezy dziesigciu biatek wirusowych. Wigkszo$¢ z nich wchodzi w skiad
wirion6w potomnych (bialka strukturalne), natomiast niektore obecne sa jedynie
w zakazonych komorkach, pelniac funkcje regulatorowe w trakcie replikacji czastek
wirusowych (biatka niestrukturalne) (2). Biatka niestrukturalne moga stanowi¢ pomocne
narzgdzie roznicowania zwierzat po przebyciu choroby od tych szczepionych szczepionkami
inaktywowanymi. W surowicy zwierzat szczepionych przeciwko influenzie wykry¢ mozna
przeciwciala dla biatek strukturalnych natomiast po przebyciu choroby w surowicy wystepuja
przeciwciala takze dla biatka NS1 (3). Opracowanie testoéw diagnostycznych opartych
0 poszczegodlne biatka wirusowe wymaga uzyskania oczyszczonych preparatéw biatkowych.
Elektroforeza dwukierunkowa jest przyktadem techniki pomocnej w opracowywaniu strategii
oczyszczania bialek wirusowych syntetyzowanych w zakazonych komorkach.

Material:

1 Komorki linii ciaglej MDCK zakazone wirusem influenzy koni A/equi/Kentucky 81 (A2).
2 Zele Immobiline DryStrip pH 3-10 L, 11 cm.

3 Bibula IEF ELECTRODE STRIP.

4 Przeciwciala poliklonalne dla biatka NS1.

5 Przeciwciata monoklonalne dla biatka M1.

6 Markery mas czasteczkowych: lizozym jaja kurzego (14,4 K), inhibitor trypsyny (21,5 K),

anhydraza weglanowa (31 K), owalbumina jaja kurzego (45 K), albumina surowicy
bydlecej (66,2 K), fosforylaza B z komorek migsniowych krélika (97,4 K).

7 Koniugat fragmentéw (Fab’), kozich IgG anty fragment Fc kroliczych IgG z peroksydaza
chrzanowa.

8 Koniugat fragmentoéw (Fab’), kroliczych IgG anty fragment Fc mysich IgG z peroksydaza
chrzanowa.
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9

Membrana Immobilon P.

10 System detekcji western-blot ECL Plus.
11 Klisza fotograficzna ECL Hyperfilm.

Aparatura:

1

Zestaw do elektroforezy Multiphor I1.

2 Immobiline DryStrip Kit.

3 Komora pionowa do elektroforezy SDS PAGE.

4 Zasilacz EPS 3501 XL.

5 Aparat do transferu Semi—Dry.

6 Sonifikator MSE

Odczynniki:

1 Bufor A: 9 M mocznik, 2% Triton X 100, 130 mM DTT, 2% ampholity pH 3-10, 8 mM
PMSEF.

2 Bufor B: 9 M mocznik, 2% Triton X 100, 0,5% ampholity pH 3-10, 13 mM DTT
1 oranz G.

3 Bufor C: 9 M mocznik, 65 mM DTT, 2% ampholity pH 3-10, bigkit bromofenolowy.

4 Bufor D: 2% SDS, 10 mM DTT, 10% glicerol, 0,001% big¢kit bromofenolowy w 60 mM
tris - HCI pH 6,8.

5 Bufor E: 92 mM tris, 25 mM glicyna.

6 Bufor F: 5% BSA/0,05% tween 20/ TBS pH 7,4.

7 Bufor G: 1% BSA/ 0,1% tween 20/ TBS pH 7,4.

8 Bufor H: 0,1% BSA/ 0,1% tween 20/ TBS pH 7.,4.

9 Agaroza.

10 Czern amidowa.
11 Metanol.
12 Kwas octowy

Przygotowanie probki do elektroforezy:

Jednowarstwowa hodowle komorek linii ciagtej MDCK zakazi¢ wirusem influenzy koni
A2 w rozcienczeniu 107 (4).

Po 24 godzinach od zakazenia komorki zdrapaé¢ do ptynu i wirowaé przy 15 000xg w 4°C
przez 30 minut.

Komoérki zebrane ze 165 cm? zawiesi¢ w 5 ml buforu A o temperaturze 0°C.

Tak uzyskany material umiesci¢ w tazni lodowej i poddac sonikacji stosujac cztery cykle
po 15 sekund w 30 sekundowych odstgpach.

Przygotowanie systemu do pracy:
A. Przygotowanie zeli do IEF:

Izoelektroogniskowanie prowadzi¢ w zelu poliakrylamidowym o wymiarach 3 x 110 mm
1 grubosci 0,5 mm o liniowym immobilizowanym gradiencie pH 3 -10 (Immobiline
DryStrip pH 3-10 L, 11 cm).

Rehydratyzowa¢ zele w czasie 12 godzin w buforze B w komorze zlozonej z dwoch szyb
oddzielonych 0,5 mm przekladka (Reswelling Cassette).

Szybe stykajaca si¢ z zelem poliakrylamidowym uprzednio silikonowac (trzykrotne
nanie$¢ Repel-Silane i wysuszy¢).
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B. Przygotowanie zestawu Immobiline DryStrip Kit do elektroforezy:

Na stolik aparatu Multiphor II nanie$¢ ok. 4 ml ptynu (Cover Fluid) i natozy¢ tacg
Immobiline DryStrip Kit.

Dla zapewnienia réwnomiernego rozkladu temperatury nalezy unikaé pgcherzy powietrza
migdzy stolikiem aparatu i taca.

Na tacg wla¢ 10 ml ptynu (Cover Fluid) i umiesci¢ foli¢ pozycjonujaca zele (Aligner),
rowkami do gory, uwazajac aby ptyn nie zalal powierzchni.

W zaglebieniach folii umiesci¢ Zele poddane uprzednio rehydratacji.

Przygotowa¢ dwa paski bibuty IEF Electrode Strip o dtugosci 11 cm. Na utozone na
szybie paski nanie$¢ po 0,5 ml wody a nastgpnie osuszy¢ bibuta filtracyjna.

Paski bibuly natozy¢ na konce umieszczonych w aparacie zeli.

Zamontowac elektrody.

Na zelach umiesci¢ aplikator probek i1 zala¢ ptynem (Cover Fluid) (ok. 80 ml). Sprawdzi¢
szczelno$¢ umocowania aplikatora (Cover Fluid nie moze na tym etapie wptywac do
wnetrza aplikatora).

Zele i aplikator pokryé ptynem (Cover Fluid) (dodatkowo ok. 150 ml.).

. Rozdzial w drugim Kierunku:

Przygotowac zZel do elektroforezy SDS PAGE o wymiarach 15 x 15 cm i grubo$ci 1 mm.
Sktadajacy si¢ z warstwy separujacej (15% zel poliarylamidowy) i zageszczajacej (4% zel
preparatywny, z jednym dotkiem do naniesienia markero6w mas czasteczkowych).

Warunki elektroforezy IEF

Termostat zaprogramowa¢ na utrzymanie temperatury 20°C.
Zasilacz zaprogramowac jak nizej:

I faza 1 350 Vh przy napieciu 300 V;
II faza 5 750 Vh przy napigciu wzrastajacym od 300 do 2 000 V (gradient napigcia);

III faza 13 000 Vh przy napigciu 2 000 V.
- Dla wszystkich faz wprowadzi¢ limit natezenia pradu 1 mA oraz limit mocy SW.
- Czas trwania rozdzialu okoto 16 godzin.

Warunki elektroforezy SDS-PAGE

Elektroforez¢ prowadzi¢ przy stalym nat¢zeniu pradu 15 mA.

Po wniknigciu barwnika w zel separujacy przerwaé rozdzial i usunaé zel w ktoérym
prowadzono rozdziat w pierwszym kierunku.

Elektroforez¢ kontynuowa¢ do momentu doj$cia barwnika do dolnej krawegdzi zelu
separujacego.

Przebieg doswiadczenia:
A. Separacja elektroforetyczna:

Zakazone komorki MDCK, po ultrasonikacji w buforze B (bufor lizujacy) zmieszac
w stosunku 1: 1 z buforem C.

Tak przygotowany material nanie§¢ pod warstwg plynu izolujacego (cover fluid)
pokrywajacego aplikator.

Na kazdy zel nanies¢ po 90 ul probki.

Zamontowac¢ pokrywa aparatu Multiphor II i potaczy¢ z zasilaczem.

Uruchomi¢ uprzednio przygotowany program.

Po zakonczeniu rozdziatu i odlaczy¢ zasilacz, zdja¢ pokrywe aparatu Multiphor II. usuna¢
elektrody, bibuty IEF 1 aplikator.

Paski zawierajace rozdzielone biatka umie$ciu¢ w buforze D na okres 20 minut.

Nadmiar buforu usuna¢ ktadac zele na bibule filtracyjnej zwilzonej woda.
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- Paski umies$ci¢ na zamontowanym w kamerze zelu przygotowanym do prowadzenia
rozdzialu SDS PAGE (drugi kierunek).

- Styk zeli uszczelni¢ 1% agaroza w buforze elektrodowym.

- Nanie$¢ markery mas czasteczkowych

- Rozpoczaé separacje zgodnie z wyzej podanymi warunkami.

B. Wizualizacja bialek:

- Przeprowadzi¢ trzy rozdziaty badanego materiatu.

- Biatka rozdzielone w pierwszym zelu barwi¢ metoda srebrowa (5).

- Pozostate dwa zele wykorzysta¢ do elektrotransferu rozdzielonych biatek na membrang
PVDF (immobilon P) stosujac metodg tzw. "potsuchego" elektrotransferu.

- Transfer prowadzi¢ w buforze E przez 90 minut przy statym natezeniu pradu 0,8 mA/ cm?
zelu, uzywajac zestaw do potsuchego elektrotransferu Semi-Dry.

- Po zakonczeniu tranferu biatka barwi¢ na membranie przy pomocy 0,1% czerni amidowe;j
w 10% metanolu, 2% kwasie octowym przez 10 minut.

- Membrang odbarwia¢ w 45% metanolu/7% kwasie octowym.

- Oznaczy¢ pozycje markeré6w i ponownie odbarwi¢ membrang w 90% metanolu/7% kwasie
octowym.

- Przeprowadzi¢ immunodetekcje biatek M1 1 NSI wirusa influenzy koni A2
z zastosowaniem immunospecyficznych przeciwcial poliklonalnych. W tym celu wykonac:

- blokowanie membran — 2 godziny w buforze F,

- inkubacj¢ membran z przeciwcialami rozcienczonymi 1/ 10 000 w buforze G — 1 godzina,

- phlukanie w buforze H — 5 x 5 minut,

- inkubacj¢ z koniugatem kozich antykroliczych Fab rozcienczonych 1/ 20 000 w buforze G
— 1 godzina,

- ptukanie w buforze H — 5 x 5 minut

- Lokalizacj¢ biatek przeprowadzi¢ stosujac substrat luminescencyjny dla peroksydazy
chrzanowej ECL + Plus.

- Sygnal wykrywaé po 1 minutowej ekspozycji na kliszy fotograficznej ECL Hyperfilm.

Post¢gpowanie po zakonczeniu doswiadczenia:

- CzesSci, ktore miaty kontakt z zelami lub probka nalezy umy¢ roztworem detergentu
a nastgpnie dobrze optuka¢ woda destylowana i osuszy¢.

- Elektrody po IEF optuka¢ woda destylowana i starannie osuszy¢.

- Usuna¢ usuna¢ ptyn (cover fluid) ze stolika aparatu Multiphor II, sprawdzi¢, czy nie
zostaly zanieczyszczone zbiorniki na bufor elektrodowy.

- Po elektrotransferze bialek optukac elektrody aparatu Semi - Phor woda destylowana
a nastgpnie starannie osuszy¢, migdzy elektrodami umiesci¢ kilka warstw bibuty
filtracyjnej lub gabke.

Uzyskane wyniki:

Elektroforeza dwukierunkowa (IEF/ SDS PAGE) wykorzystana do analizy biatek M1
1 NS1 wirusa influenzy koni A/equi/Kentucky 81 pozwolita na jednoczesne okreslenie
punktéw izoelektrycznych 1 mas czasteczkowych tych bialek. Biatka komoérek MDCK
zakazonych wirusem rozdzielono w gradiencie pH 3-10 (pierwszy kierunek) a nastgpnie
w 15% zelu poliakrylamidowym. Uzyskano rozdziat biatek w zakresie punktow
izoelektrycznych pl 3-10 1 mas czasteczkowych od ok. 20 do ok.100 K (rys. 10.1). Metoda
immunodetekcji z zastosowaniem przeciwcial specyficznych przeciwciatl zlokalizowano
w elektroforegramach biatka M1 1 NS1 wirusa A/equi/Kentucky 81. W obu przypadkach
uzyskano wynik w postaci punktowego zaczernienia kliszy w miejscu lokalizacji biatka M1
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1 NSI (rys. 10.2). Punkt izoelektryczny biatka M1 okreslono na 9,7 natomiast NS1 na 6,1.
Masa czasteczkowa obu biatek byta jednakowa i wynosita ok. 30 K.
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Rys. 10.1
Elektroforeza dwukierunkowa bialek komérek MDCK zarazonych wirusem A/equi/Kentucky
81. M - zakres mas czasteczkowych.
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Rys. 10.2
Immunodetekcja biatek PI 10
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Poniewaz biatka M1 i1 NSI wirusa influenzy koni A/equi /Kentucky 81 wykazuja
jednakowa mase czasteczkowa, procedury ich separacji musza uwzglednia¢ koniecznos$é
wprowadzenia etapu opartego o inne niz masa czasteczkowa kryterium rozdzialu. Wykryto
jednoczesnie, ze biatka te znacznie rdznig si¢ warto$ciami pl, co moze stanowi¢ podstawe
preparatywnych metod ich rozdzielania uwzgledniajacych takie techniki jak IEF, lub
chromatografia jonowymienna.
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Przyklad 11.

ANALIZA PROFILU BIALKOWEGO KOMOREK SRODBLONKA ZA POMOCA
ELEKTROFOREZY DWUKIERUNKOWEJ Z UZYCIEM SYSTEMU ETTANDALT

Pawlowska Z.

Zaktad Biofizyki Medycznej i Molekularnej, Instytut Fizjiologii i Biochemii, Akademia
Medyczna w Lodzi, ul. Mazowiecka 6/8, 92-215 L6dz, e-mail: pawlow(@zdn.am.lodz.pl|

Wprowadzenie:

Elektroforeza dwukierunkowa (2-D), chociaz znana jest juz od ponad dwudziestu lat,
to po znacznej modyfikacji w stosunku do techniki odkrytej przez P.H. O’Farrell i in. (1),
znajduje coraz wigksze zastosowanie jako jedna z podstawowych metod proteomiki. Po
opisaniu budowy wigkszosci genow ludzkiego genomu, proteomika nabiera szczegodlnego
znaczenia w wykrywaniu i identyfikowaniu biatek na duza skalg. Prowadzi to do poznania
genow kontrolujacych wybrane procesy biologiczne, np. tych, w ktorych biora udziat komorki
srodbtonka eksponowane na dziatanie czynnikoéw wystgpujacych w uktadzie krazenia.
Zastosowanie elektroforezy dwukierunkowej pozwala na rozdzielenie bialek rézniacych sig
punktem izoelektrycznym (pierwszy kierunek elektroforezy — ogniskowanie izoelektryczne,
IEF) oraz masa czasteczkowa (drugi kierunek elektroforezy — SDS-PAGE). W pracy
zastosowano metodg elektroforezy dwukierunkowej o wysokiej rozdzielczosci uzywana
szeroko do analizy ztozonej mieszaniny biatek izolowanych z komorek 1 tkanek. Za pomoca
elektroforezy 2-D w zZelu poliakrylamidowym rozdzielono biatka obecne w oczyszczonych
lizatach komorek srédbtonka. Identyfikacja bardzo duzej liczby bialek pozwala na wykrycie
tych, ktorych ekspresja ulega zmianie w komorkach poddanych dzialaniu czynnikow
aktywujacych. Do badan uzyto uniesmiertelnionych komorek srodbtonka ludzkiego EA.hy
926. Biatka, ktorych ekspresja ulega zmianie moga by¢ nastgpnie trawione w zelu, a uzyskane
fragmenty peptydowe eluowane 1 analizowane za pomoca technik spektroskopii masowe;.

Materialy

1 Linia komorek §rodbtonka ludzkiego EA.hy 926 otrzymana w darze z Uniwersytetu

w North Carolina w USA

2 Standardy bialkowe punktu izoelektrycznego Broad pl Kit

3 Standardy elektroforetyczne mas czasteczkowych biatek (broad range: 200 K, 116.2, 97.4,
66.2,42.7,31, 21.5, 14.4 K)

4 Paski zeli z ustalonym gradientem pH Immobiline DryStrip Gel, pH 3-10, 24 cm

5 Zele poliakryloamidowe Ettan DALT, 12,5%

6 Plytki do hodowli komorkowej (Costar)

Aparatura

1 Inkubator ptytek do hodowli komdrkowej

2 System do elektroforezy dwukierunkowej Ettan IPGphor, Ettan DALT

3 System do analizy i dokumentacji zeli ImageScanner, ImageMaster 2D Elite Software

Odczynniki

1 Pozywki do hodowli komoérkowej (GIBCO): DMEM, FBS, Bufor PUCK’a, HAT
(hypoxantine, aminophterin, thymidine)

2 Odczynniki do przygotowania probek: PlusOne sample Preparation Kits (2-D Clean-Up
Kit, 2-D Quant Kit, IPG Buffer)
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Odczynniki do 2-D: Cover Fluid, Anode Buffer, Cathode Buffer

Odczynniki do barwienia zeli elektroforetycznych: PlusOne Coomassie Blue R-350
Bufor do rehydratacji: 9 M mocznik, 1% CHAPS, 0,5% IPG Buffer pH 3-10, 0,4% DTT,
0,002% biekit bromofenolu

Bufor do rownowazenia zelu IEF: 6M mocznik, 2% SDS, 1% DTT, 30% glicerol,

0,002% biekit bromofenolu, 50 mM Tris — HCI, pH 8,8.

Przygotowanie probki
Hodowla linii komorek $rédbtonka ludzkiego:

Unie$miertelnione komorki srodbtonka ludzkiego hodowac z uzyciem pozywki DMEM
z dodatkiem 10% surowicy wotowej, antybiotyku oraz HAT

Przed eksperymentem komorki przemy¢ 3-krotnie buforem PBS, pH 7.4.

Osady komorek zawiesi¢ w buforze lizujacym (8M mocznik, 4% CHAPS, 2% bufor IPG
3-10, 1% DTT)

Oczysci¢ probke uzywajac zestawu 2-D Clean-Up Kit

Stezenie biatek w probkach do elektroforezy dwukierunkowej oznaczy¢ przy uzyciu
zestawu 2-D Quant.

Przygotowanie systemu do pracy
Przygotowac: zele, bufory do elektroforezy, rekawiczki gumowe, nozyczki, wode
destylowana.

Do pojemnika na paski IEF (24 ¢m Strip Holder) doda¢ 300ul buforu do rehydratacji
zelu

Probke z lizatem komorek §rodbtonka w buforze do rehydratacji (nie wigcej niz 200 pl)
doda¢ do mieszaniny rehydratacyjnej

Pasek do IEF wyja¢ z opakowania tuz przed uzyciem i zdja¢ z niego folig

Wsuna¢ pasek IEF, zelem do dotu, do pojemnika zawierajacego mieszaning
rehydratacyjna oraz probke.

Rehydratacj¢ prowadzi¢ w systemie Ettan IPGphor przez okoto 12 godzin.

Przebieg doswiadczenia

Warunki rozdzialu IEF byly zgodne z instrukcja systemu Ettan IPGphor. Czas trwania
izoogniskowania wynosit okoto 10 godzin.

Po zakonczeniu rozdziatu IEF, paski réwnowazy¢ w czasie 15 min w buforze do
roOwnowazenia.

Po usunigciu nadmiaru buforu z paska IEF (odsaczenie na skrawku bibuty), umiesci¢ go
na gorze zelu SDS-PAGE i zala¢ 0,5% agaroza.

Wykona¢ rozdzial w drugim kierunku w warunkach podanych w instrukcji do systemu
Ettan DALT. Czas rozdziatu wynosi okoto 5 godz. Separacje przerwac¢ gdy ,.front”
rozdzielanych biatek zbliza si¢ do konca zelu (bufor anodowy).

Rozdzielone biatka barwi¢ z uzyciem bigkitu Coomassie, a nastgpnie odbarwiac
w roztworze 40% metanolu i 10% kwasu octowego.

Po wybarwieniu zZele pozostawi¢ na 2 godziny w 10% kwasie octowym, a nastgpnie na

1 godzing w 10% glicerynie.

Uwaga! Barwienie zeli wykona¢ z ciaglym delikatnym mieszaniem.

Zele analizowaé za pomoca skanera ImmageScanner oraz oprogramowania
ImageMaster 2D.
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Oczekiwane wyniki
Przy zastosowaniu metody elektroforezy dwukierunkowej w zelach o duzym

rozmiarze (26x20cm), mozna uzyska¢ efektywny rozdziat bialek nawet nieznacznie
rézniacych si¢ wartoscia pl oraz masa czasteczkowa. Liczba bialek widocznych na zelu
zalezy jednak silnie od metody przygotowania probki. Uzyskany obraz biatek rozdzielonych

w opisanym powyzej eksperymencie przedstawia rysunek. 11.1.
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Rys. 11.1
Rozdzial bialek komorek $rodblonka z uzyciem elektroforezy dwukierunkowej w zelu

poliakrylamidowym. Pierwszy kierunek wykonano na paskach IEF pH 3-10 z zastosowaniem
systemu Ettan IPGphor. Drugi kierunek, w zelu SDS-PAGE 12,5%, wykonano z uzyciem
systemu Ettan DALT. Biatka wybarwiono blgkitem Coomassie. W prawej czgsci zelu
widoczne sa standardy mas czasteczkowych.

PiSmiennictwo:
1. O’Farrell P.H., “High resolution two-dimensional electrophoresis of proteins” J. Biol.

Chem. 1975, 250, 4007-4021.
2. Berkelman T. et al. “2D Electrophoresis. Principles and Methods” Amersham

Biosciences, 1998.
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Przyklad 12.

EFEKTYWNOSC TRANSFERU BIALEK Z ZELU POLIAKRYLAMIDOWEGO PRZY
POMOCY TECHNIKI TRANSFERU POLSUCHEGO

12Walkowiak B., > Walkowiak A.

'Zaktad Biofizyki Molekularnej i Medycznej Instytutu Fizjologii i Biochemii Uniwersytetu
Medycznego, ul. Mazowiecka 6/8, 92-215 1o6dz,

e-mail: '

2Zaktad Biofizyki Instytutu Inzynierii Materiatowej Politechniki £.6dzkiej, ul. Stefanowskiego
1/15, 90-924 1.6dz,

Pracownia Fizyki Gimnazjum nr 21 w Lodzi, ul Balonowa 1, 94-108 £6dz

Wprowadzenie:

Potrzeba jednoznaczne;j identyfikacji makroczasteczek rozdzielanych
elektroforetycznie doprowadzila do opracowania techniki elektroforetycznego transferu tych
czasteczek z zelu na membrang. Unieruchomione na membranie bialka czy fragmenty DNA
wizualizowane sa nastgpnie metodami immunobarwienia lub specyficznej hybrydyzacji.
Opracowano r6zne metody transferu. W odniesieniu do biatek najbardziej popularng metoda
jest transfer wykonywany w warunkach pelnego zanurzenia Zelu, i przylegajacej do niego
membrany, w buforze do transferu. Metoda ta ma jednak szereg wad. Potrzeba tam znaczne;j
ilosci buforu, czas trwania transferu jest dtugi i czgsto nie przynosi spodziewanych efektow,
a rozktad gestosci ptynacego pradu jest niekorzystny dla transferu. Oba ostatnie parametry, to
jest czas transferu i rozktad ggstosci pradu w naczyniu do transferu rzutuja na efektywnos¢
metody. Przewazajaca ilo$¢ tadunku elektrycznego, stanowiacego prad jonowy w elektrolicie,
omija zel z przylegajaca do niego membrang. Obniza to znacznie efektywno$¢
elektroforetycznego wymywania biatek z zelu. Efekt ten dotyczy szczegolnie mocno duzych
bialek. Z drugiej strony dlugi czas trwania procesu przyczynia si¢ do elucji z membrany
biatek, ktore juz opuscity zel i zdotaly do niej dotrze¢. Tq droga mozna straci¢ znaczna ilos¢
bialek, ktore po transferze zamiast na membranie bgda znajdowatly si¢ w roztworze w calej
obje¢tosci buforu. W ten sposdb mozna wyjasni¢ czgste, wsrod osob stosujacych t¢ metode,
narzekania na klopoty z biatkami opornymi na ich wykrywanie metoda immunoblottingu.
Dotyczy to szczeg6lnie bialek o matych i srednich masach. Wad tych nie ma metoda transferu
potsuchego. Ilos¢ buforu niezbgdna do wykonania transferu jest bardzo niewielka. Potrzeba
tylko nasaczy¢ kilka warstw bibuly filtracyjnej. Prad ptynie tylko w obszarze wyznaczonym
kontaktem zelu z membrana i z nasaczonymi buforem bibutami, co pozwala na bardzo
wysoka wydajno$¢ procesu, a czas trwania transferu jest niezwykle krotki, od kilku do
kilkudziesigciu minut. W poréwnaniu z wielu godzinami niezbednymi w poprzedniej
metodzie uzyskuje si¢ znaczne skrocenie czasu. Co wigcej, w metodzie transferu potsuchego
mozna tatwo zapobiegac ucieczce bialek z membrany. Ponizsze opracowanie ukazuje zalety
techniki transferu potsuchego.

Materialy:

1 Ludzkie osocze ubogoptytkowe.

2 Zele do elektroforezy - PhstGel Homogenous 7.5.
3 Bufory elektrodowe - PhastGel Buffer Strips SDS.
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4 Aplikatory probek - PhastGel Sample Applicators 6x4 pl.

5 Membrana do transferu Hybond-C Pure.

6 SDS, Tris-HCI, btekit bromofenylu, glicerol, glicyna, etanol, metanol, kwas octowy, kwas
trojchlorooctowy, Paragon blue, PhstGel Blue R.

7 Parafilm

8 Worek dializacyjny d =27 mm, MW < 12 400.

Aparatura:

1 Automatyczny system elektroforezy poziomej PhasSystem.

2 Zestaw do elektroforetycznego transferu technika potsucha PhastTransfer Kit.
3 Spektrofotometr GeneQuant Calculator.

4 Skaner optyczny Mustek 1200 PRO.

5 Program komputerowy do analizy obrazu ImageMaster VDS ver. 3.0.

Odczynniki:
1 Bufor do prébek (4xstezony): 62,5 mM Tris, 10% gliceryna, 2% SDS, 0,0025% btekit
bromofenolowy, pH 6,8.
2 Roztwory do barwienia:
P. barwnik do zeli - 0,02% PhastGel Blue R, 30% metanol, 10% kwas octowy.
Q. barwnik do membran - 0,1% Paragon blue, 30% metanol, 10% kwas octowy.
R. ptukacz - 30% metanol, 10% kwas octowy.
S. Konserwant - 2,5% glicerol, 10% kwas octowy.
3 Bufor do transferu: 25 mM Tris, 192 mM glicyny, 20% metanol, pH 8,3

Przygotowanie probek do elektroforezy:
- Ludzkie osocze ubogoptytkowe rozcienczy¢ woda destylowana do stezenia biatka 10
mg/ml.
- Stezenie biatka oznacza¢ spektrofotometrycznie za pomoca GeneQuant Calculator'a.
- Przygotowac¢ szereg kolejnych rozcienczen (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32).
- Do 30 ul kazdego z rozcienczen doda¢ po 10 pl buforu do prébek i ogrzewac przez 5
minut w temperaturze 95 ° C.

Uwaga:

1 Krew ludzka i jej pochodne preparaty stanowiq potencjalnie bardzo powazne zagrozenie
dla pracujacego laboranta. Dlatego wszystkie czynnosci nalezy wykonywac w lateksowych
rekawiczkach, stosujqc rowniez ochronne okulary.

2 Do wszystkich buforow stosowano dejonizowana wode z systemu Milipore Milli-Q
dodatkowo odpowietrzang.

Przygotowanie PhastSystemu do elektroforezy:
- Po wlaczeniu zasilania systemu wybra¢ z pamigci program przewidziany dla 7,5% zelu
homogenicznego z SDS. Wprowadzi¢ liczbg stosowanych Zeli. Jezeli program nie byt
wczesniej wprowadzony do pamigci, nalezy zastosowac¢ ponizszy schemat:

SAMPLE APPL. DOWN AT 1.2 0Vh
SAMPLE APPL. UP AT 1.3 0Vh
SEP 1.1 250V 10.0 mA 3.0W 15°C 1Vh
SEP 1.2 250 V. 1.0mA 30W 15°C 1Vh
SEP 1.3 250V 10.0 mA 3.0W 15°C 1Vh

- Otworzy¢ komoreg w ktorej odbywa sig rozdziat elektrioforetyczny i w miejsca kontaktu
zeli z plyta termostatujaca nanies¢ po 70 pl wody destylowanej. W przypadku
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zastosowania tylko jednego zelu wodg nanies¢ tylko na jedno, dowolnie wybrane pole
kontaktu.

Przy pomocy nozyczek otworzy¢ koperte zawierajaca zel 1 za pomoca pesety potozy¢
zel na ptycie termostatujacej, w zaznaczonym miejscu, tak aby pomigdzy ptyta i
plastikowym nos$nikiem zelu nie byto pecherzy powietrza.

Przy pomocy bibuly filtracyjnej usuna¢ nadmiar wody.

Zdja¢ z powierzchni zelu zabezpieczajaca folig.

Opusci¢ maskownice i umocowaé w niej agarozowe rezerwuary buforowe (PhastGel
Buffer Strips SDS).

Opusci¢ elektrody i lekko docisna¢ je do rezerwuaréw buforowych, tak aby zapewnic
dobry kontakt pomiedzy elektrodami i zelem, za posrednictwem rezerwuarow
buforowych.

Na matrycg do przygotowania probek (pozycja 6-ciu probek) potozy¢ kawatek
Parafilmu i odcisna¢ studzienki na probki.

Do przygotowanych studzienek nanies¢ po 10 pl probek.

Wyjaé z opakowania aplikator (PhastGel Sample Applicators 6x4 pl) 1 przylozy¢ go,
w pozycji prostopadtej, do przygotowanych probek. Pozwoli to na pobranie doktadnie
po 4ul kazdej z probek.

Umiesci¢ aplikator z probkami w ramieniu aplikatora 1 zamkna¢ komorg.

Uruchomi¢ rozdziat przez przycisniecie przycisku SEP start/stop.

Po zakonczeniu wybranego programu PhastSystem powiadomi o tym przy pomocy
sygnatu dzwigkowego.

Barwienie zeli:

Po zakonczeniu rozdziatu zel (zele) przenies¢ do naczynia stuzacego do
automatycznego barwienia i umocowac tam zel (zele).

Wybra¢ odpowiedni program barwienia z zastosowaniem Coomassie blue. Jezeli
program nie byl wczesdniej przygotowany, wprowadzi¢ do pamigci nastgpujacy schemat:

Step Solution In-port Out-port Time Temperature
1 Stain 4 0 8 50°C
2 Destain 2 5 5 50°C
3 Destain 2 5 8 50°C
4 Destain 2 5 10 50°C
5 Preserving 9 0 5 50°C

Dren oznaczony numerem 0 wprowadzi¢ do naczynia na odpady ptynne. Dren
oznaczony numerem 2 wprowadzi¢ do naczynia zawierajacego przygotowany roztwor
ptukacza (C), a dren z numerem 4 do naczynia zawierajacego roztwor barwnika (A).
Dren z numerem 5 wprowadzi¢ do naczynia zbierajacego uzyty ptukacz, a z numerem
9 do naczynia zawierajacego konserwant .

Uruchomi¢ program, a po jego ukonczeniu wyjac zele i wysuszy¢ je w strumieniu
cieptego powietrza (suszarka do rak lub wtosow).

W przypadku zelu pozbawionego plastikowego nosnika (zel po transferze) nalezy
zastosowac te same odczynniki i ten sam schemat postgpowania, wykorzystujac do
barwienia niewielkie naczynie szklane, np. szalke Petriego.

Uwaga:
3 Wykorzystany ptukacz mozna regenerowac przepuszczajqc go przez warstwe aktywnego

wegla.

4 Odpady ptynne bedaqce w kontakcie z Zelem w trakcie barwienia i odbarwiania stanowiq
potencjalne zagrozenie dla zdrowia. Mogq zawiera¢ slady monomerow akrylamidu -
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silnej neurotoksyny. Nalezy je sktadowac i utylizowac zgodnie z obowiazujqcymi
przepisami.

Transfer elektroforetyczny:

- Na kazdy zel przewidziany do transferu przygotowac po cztery arkusze bibuty
filtracyjnej i jeden arkusz membrany (Hybond-C Pure), o rozmiarach
odpowiadajacych rozmiarowi zelu.

- W razie potrzeby przygotowac worek dializacyjny (zgodnie z procedura dostarczona
przez producenta). Odcia¢ odcinek worka o dtugosci zelu 1 rozcia¢ go wzdhluz jedne;j
z krawgdzi. Nie dopusci¢ do wysuszenia worka.

- Arkusze bibuty i membrang zamoczy¢ w buforze do transferu.

- Przygotowac¢ PhastSystem do funkcji transferu poprzez wyjgcie zestawu elektrod
metalowych 1 umieszczenie w tym miejscu zestawu elektrod grafitowych
(PhastTransfer Kkit).

- Zel przeznaczony do transferu umocowaé w urzadzeniu do skrawania zelu
z plastikowego no$nika.

- Przy pomocy cienkiego drutu oddzieli¢ zel od nos$nika.

- Polozy¢ na zelu arkusz namoczonej membrany, a nastgpnie dwa arkusze namoczone;j
bibuly. W razie potrzeby pomig¢dzy bibutami i membrana umiesci¢ przygotowany
fragment worka dializacyjnego.

- Tak przygotowana "kanapke" przenies¢ na dolna elektrode (+) 1 przykry¢ kolejnymi
dwoma arkuszami namoczonej bibuty. Calo$¢ docisnac¢ gorna elektroda (-).

- Z pamigci PhastSystem'u wybra¢ program dla transferu. W razie braku takiego
programu nalezy postuzy¢ si¢ ponizszym schematem:

SAMPLE APPL. DOWN AT 1.0 0 Vh
SAMPLE APPL UP AT 1.0 0 Vh
SEP 1.1 20V 20 mA 1L.OW 5Vh

Po zakonczeniu transferu rozmontowac "kanapke", zel, membrang i bibuly filtracyjne
kontaktyjace si¢ z membrana uzy¢ do wybarwienia w celu okreslenia efektywnos$ci
elektroelucji z zelu i wiazania z membrana bialek.

Uwaga:

5 Zwracaé baczng uwage aby pomiedzy warstwami bibutly, nitrocelulozy i zZelu nie pozostato
uwiezione powietrze. W miejscu gdzie obecne jest powietrze nie przeptywa prqd i transfer
nie zachodzi.

6 Wszystkie operacje z nitrocelulozq wykonywac przy uzyciu pesety

Barwienie membrany i bibuly filtracyjnej:
- Membrang podda¢ barwieniu zgodnie z procedura opisana powyzej dla zelu, z ta
roéznica, ze zamiast barwnika A zastosowac barwnik B.
- Bibulg filtracyjna bedaca w kontakcie z membrang barwi¢ doktadnie wedtug procedury
podanej powyzej dla zelu.

Skanowanie zeli, membrany i bibuly filtracyjnej:
- Wybarwione zele, membrang oraz bibulg filtracyjna skanowac przy pomocy skanera
optycznego o rozdzielczo$ci nie mniejszej niz 300 dpi (Mustek 1200 PRO)

Analiza obrazow zeli, membrany i bibuly filtracyjnej:

- Uzyskane obrazy zeli 1 nitrocelulozy podda¢ densytometrii i analizie przy zastosowaniu
programu ImageMaster VDS ver. 3.0.
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- Uzyskane densytogranmy i wynikajace z nich liczbowe wartosci zaczernien
korespondujacych z ilo$cia biatka we wskazanym obszarze.

Postgpowanie z aparaturg po zakonczeniu pracy:
- Usuna¢ z systemu zestaw elektrod grafitowych i ponownie umiesci¢ tam zestaw
elektrod metalowych do elektroforezy.
- Elektrody metalowe przemy¢ delikatnie 20% etanolem. Elektrody grafitowe przemyc¢
woda destylowana i osuszy¢ bibulg filtracyjna.
- Przemyc¢ przy pomocy procedury "Cleaning method" zestaw do barwienia zeli.

Oczekiwane wyniki:

Efektywno$¢  transferu bialek rozdzielonych elektroforetycznie w  Zelu
poliakrylamidowym rzutuje na czuto$¢ ich specyficznej detekcji. Efektywnos¢ ta uzalezniona
jest od trzech procesoOw a) wydajnosci elektroelucji bialek z zelu, b) wydajnoséci wiazania
biatek z membrana i ¢) elektroelucji biatek z membrany. Jezeli zapewnione sa dobre warunki
przebiegu dwoch pierwszych procesdow, przy jednoczesnym ograniczeniu procesu trzeciego,
to oczekujemy zadowalajacego wyniku transferu. Niestety, nie kazde warunki
eksperymentalne gwarantuja sukces. Na ponizszych ilustracjach przedstawiono rezultaty
pracy w dwodch roznych warunkach transferu. Wybarwiony zel 1 jego wybarwiony
odpowiednik po procesie transferu przedstawione sa na rysunku 12.1. Na podstawie
przedstawionego obrazu zeli mozna dokona¢ oceny efektywnosci elucji biatek z zelu.
Okazuje sig, ze w czasie 10 minut transferu zdecydowana wigkszo$¢ biatek zostata usunigta
z zelu. Pozostaty tylko sladowe ilosci biatek o duzych masach czasteczkowych.

Rys. 12.1 *

A - Obraz zelu po rozdziale biatek
osocza ludzkiego i wybarwieniu przy
pomocy commassie blue.

B - efekt wybarwienia analogicznego
zelu poddanego uprzedniej elektro- '
elucji biatek. -

ﬂ ¥

- e o

- B

Kolejny rysunek (rys. 12.2) prezentuje wybarwione: membrang oraz bibule filtracyjna
stykajaca si¢ z ta membrana. Latwo zauwazy¢, ze na membranie pozostato niewiele biatek.
Wigkszo$¢ z nich znalazta si¢ w objgtosci bibuly filtracyjnej stanowiacej rezerwuar buforowy
od strony dodatniej elektrody.
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Rys. 12.2

A - obraz membrany wybarwionej | # | M N &
po transferze przy pomocy Paragon ; & B
blue.

B - Obraz wybarwionej bibuly
filtracyjnej stuzacej jako rezerwuar _!
buforu anaodowego '

A B

Gdyby transfer prowadzony byl w tradycyjny sposoéb, biatka te znalaztyby si¢ w calej
objgtosci naczynia do transferu. Warunki takie zdecydowanie obnizaja czuto$¢ detekcji
biatek, a czesto wrgcz ja uniemozliwiaja. W kolejnej wersji dos§wiadczenia pomigdzy
membrang a bibulg filtracyjna, stanowiaca rezerwuar buforu anodowego, umieszczono arkusz
porowatego materialu, w postaci fragmentu worka dializacyjnego, przepuszczajacego
czasteczki biatka o masach ponizej 12 K.

Rys. 12.3 R

A - Obraz membrany, wybarwione;j
przy pomocy Paragon blue, po
transferze w obecnosci worka
dializacyjnego. I
B - Obraz wybarwionej bibuty
filtracyjnej stuzacej jako rezerwuar
buforu  anaodowego.  Transfer i R i
przeprowadzono w  obecnosci

worka dializacyjnego. A B

Jak tatwo zauwazy¢ (rys. 12.3) biatka wymyte z Zzelu pozostaly w obrgbie membrany. Tylko
bardzo niewielka ilo$¢ drobnoczasteczkowych biatek znalazta si¢ w objetosci bibuty. Sa to
biatka o masach ponizej 12 K mogace penetrowa¢ worek dializacyjny. W tych warunkach
osiagnig¢to zardwno efektywne wymywanie bialek z Zelu jak i ich wiazanie do membrany,
przy jednoczesnym ograniczeniu procesu wymywania biatek z membrany.

PiSmiennictwo:

1. Westermeier R. Electrophoresis in practice, 2™ edition, A Wiley Company, Weinheim
1997.
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Przyklad 13.

IMMUNOBLOTING BIALEK MIESA

'Greaser M.L., 2Pospiech E., Fritz J.l, 'Swartz D.R.

"Muscle Biology Laboratory, University of Wisconsin-Madison, USA
*Instytut Technologii Migsa Akademii Rolniczej w Poznaniu, e-mail: pospiech@au.poznan.pl]

Wprowadzenie:

Pelna identyfikacje bialek rozdzielonych za pomoca elektroforezy umozliwia technika
immunobarwienia (ang. Western immunoblotting). Proces polega na elektroforetycznym
przeniesieniu biatek (ang. electrophoretic transfer) z zelu na membrang mogaca
immobilizowaé przenoszone biatka. Nastgpnie odpowiednie przeciwciato rozpoznaje swoj
antygen, obecny na membranie i wiaze si¢ z nim. Powstaty kompleks antygen-przeciwciato
wykrywany jest przy pomocy reakcji z drugim znakowanym przeciwciatem, skierowanym
przeciwko pierwszemu, lub z innym znakowanym czynnikiem wiazacym pierwsze
przeciwciatlo. Tak powstaty potrjny kompleks umozliwia wizualizacje¢ dzigki
wprowadzonym znacznikom, ktérymi moga by¢ fluorofory, izotopy promieniotworcze lub
enzymy katalizujace okre$lone substraty i wytwarzajace w ten sposob okreslong barwg.
Reakcja taka jest wysoce specyficzna dla biatka bedacego antygenem dla zastosowanego
pierwszego przeciwciala. Przy zastosowaniu przeciwciat poliklonalnych mozliwe jest rowniez
wykrywanie produktéw degradacji danego biatka. Przeciwciata monoklonalne, rozpoznajace
tylko jeden okres$lony epitop, moga wskazywac tylko te fragment degradacji, ktore zawieraja
dany epitop. Mozliwos¢ s$ledzenia powstawania produktow degradacji bialek jest czgsto
wykorzystywana przy ocenie procesOw dojrzewania produktow pochodzenia zwierzgcego,
wzglednie przy ocenie wpltywu zabiegéw technologicznych na dany surowiec. Procesy te sa
bowiem czgsto zwiazane z degradacja struktur biatkowych oraz biatek, ktére tworza te
struktury.

Material:
1 Rozdzielone elektroforetycznie biatka pochodzace z mig$nia zwierzgcego.

2 Bibuta filtracyjna do transferu.

3 Membrana do blottingu Immobilon-P lub Hybound-P.
4 Albumina wotowa (BSA).

5 Substrat NBT/BCIP.

6

Przeciwciata: anty-titina 9D10 (supernatant komérkowy), poliklonalne anty- Tn-T, anty
mysie IgG sprz¢zone z alkaliczna fosfataza.

Aparatura:

1 Zestaw do potsuchego transferu elektroforetycznego TE 70 Semi-Dry Transfer Unit,
2 Zasilacz pradu statego EPS 600

3 Zestaw do archiwizacji zeli ImageMaster VDS.

Odczynniki:

1 10 mM CAPS (3-[Cyclohexylamino]-1-propanesulfonic acid), pH 11,0.

10 mM [-merkaptoetanol.

0,1% SDS.

Bufor TBS — 50 mM Tris-base, 200 mM NaCl, pH 7,5.

Bufor TBST — 50 mM Tris-base, 200 mM NacCl, 0,05% Tween 20, (pH 7,5).

DB W N

90


mailto:pospiech@au.poznan.pl

6

Bufor substratowy — 0,1 M Tris-HCI, 0.1 M NaCl, 50 mM MgCl,, pH 9.5.

Transfer bialek:

Przygotowa¢ membrang do blottingu o tej samej wielkosci co zel.

Przy uzyciu otéwka zaznaczy¢ jeden rog membrany (zwykle prawy u dotu).

Kroétko przed uzyciem zamoczy¢ membrang uzywajac kilka mililitréw 30% metanolu.
Wymy¢ metanol kilku przemyciami wody destylowane;.

Z bibuty filtracyjnej wycia¢ arkusze o tym samym rozmiarze co zel (6 sztuk na 1 zel).
Namoczy¢ bibutg w kuwecie plastikowej zawierajacej 10mM CAPS z 0,1% SDS 1 10 mM
B-merkaptoetanolem.

Kuwete z bibutami umiesci¢ w chtodni na okres minimum 1 godziny przed transferem.
Ulozy¢ po kolei: 3 bibuty, membrang, zel 1 nast¢pnie 3 dalsze bibuty. Tak przygotowany
uktad do transferu (,,kanapka”) umiesci¢ na maskownicy przykrywajac rownomiernie jej
otwor.

Natozy¢ pokrywe aparatu.

Podtaczy¢ zasilacz 1 ustawi¢: napigcie 20mV, prad 40mA,

Czas transferu biatek powinien wynosi¢ okoto 1 godziny.

Po skonczonym transferze ,,kanapke” roztozy¢ a membrang poddac dalszej obrobcee.

Wykrywanie bialka na membranie:

Membrang optuka¢ woda destylowana i umiesci¢ w buforze TBST zawierajacym 2% BSA.
Inkubowaé przez cata noc z delikatnym mieszaniem w 4°C.

Nastgpnego dnia usunaé roztwoér blokujacy, a membrang dwukrotnie przemy¢ 15 ml TBST
(kazde mycie w czasie 5 minut).

Po optukaniu membrang inkubowaé¢ w 10 ml przeciwciata (1:400 w buforze TBST)

w temperaturze pokojowej przez 4 godziny.

Po okresie inkubacji przeciwciato zla¢ do pojemnika (mozna je uzywac przez do

2 tygodni) a membrang przeptukaé¢ dwukrotnie (5 minut) w TBST

Rozpocza¢ inkubacjg¢ z drugim przeciwciatem (1:4000 w buforze TBST) i kontynuowaé
przez 2 godziny (temperatura pokojowa).

Po zakonczeniu inkubacji drugie przeciwciato zla¢, a membrang podda¢ dwukrotne;j
inkubacji, przez 5 minut, w TBS.

Nastgpnie przeptukiwa¢ w czasie 5 minut w buforze substratowym.

Wywota¢ reakcje barwna (reakcje wywotuje si¢ w zaciemnionym pomieszczeniu) przez
dodanie 10ml buforu substratowego i 0,2ml NBT/BCIP. Obserwowac rozwoj reakcji
barwnej co 3 — 5 minut.

Po ukazaniu si¢ obrazu prazkdw membrang przemy¢ woda destylowana i osuszy¢ bibuta
filtracyjna. Chroni¢ przed nadmiarem $wiatla.

Uzyskany obraz utrwali¢ przy pomocy systemu do archwizacji ImageMaster VDS.

Uwagi:

1
2

3

Wielkos¢ membrany powinna by¢ podobna do rozmiaru zZelu i bibuly utrzymujqcej bufor.
Przy sktadaniu ,, kanapki” nie dopusci¢ do powstania pecherzykow powietrza miedzy
poszczegolnymi jej warstwami.

Im wieksze biatko, tym dluzszy czas transferu. Dla Tn-T wystarcza 1 godzina, 2,5 godziny
jest wymagane dla nebuliny i okoto 3 godzin dla titiny.

Dodatek SDS do buforu CAPS utatwia transfer biatek, a f-mercaptoethanol ma za
zadanie zapobiegac reakcjom utleniania grup sufhydrylowych.

Zel po transferze dobrze jest poddaé barwieniu podobnie jak po elektroforezie. Umozliwia
to sprawdzenie efektywnosci transferu biatek.
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6 Na wszystkich etapach inkubacji i przemywan membrane wraz z plynem nalezy delikatnie
mieszac.

Oczekiwane wyniki:

Zastosowanie immunobarwienia biatek przeniesionych elektroforetycznie na
membrang pozwala na jednoznaczna ich identyfikacje. Tylko biatka i produkty ich degradacji
sa wtedy wybarwiane. Pozostate biatka, widoczne na wybarwionym zelu, pozostaja
niewidoczne na membranie, pomimo ich tam obecnos$ci. Nalezy zwroci¢ réwniez uwage na
fakt, ze biatka o tej samej masie czasteczkowej moga by¢ roznie rozpoznawane przez
wybrane przeciwciato skierowane tylko przeciwko jednemu z tych biatek. Sytuacje taka
mozna zaobserwowac na rysunku 13.1, gdzie na $ciezce 6 w zelu wida¢ wyraznie biatko
odpowiadajace troponinie T, podczas gdy przy immunobarwieniu membrany w tym miejscu
brak jest tego biatka, gdyz uleglo ono niemal catkowitej degradacji. Zastosowanie techniki
immunobarwienia membrany pozwala na dokladna identyfikacj¢ potozenia produktéw
degradacji badanego biatka, co pozwala wystarczajaco doktadnie okresli¢ dynamike procesu
degradacji. Proces transferu biatek nie zalezy od rodzaju Zelu w ktérym przeprowadzono
pierwotny rozdziat. Obraz przedstawiony na rys. 1 pochodzi z transferu dokonanego z zelu
akrylamidowego, podczas gdy obraz na rysunku 13.2 pochodzi z transferu z zelu
agarozowego.
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Rys. 13.1

Immunobarwienie membrany z zastosowaniem przeciwciala anty-troponina T. A - Zel
akrylamidowy =z dodatkiem mocznika barwiony Coomassie Brilant Blue. B -
immunobarwiona, z zastosowaniem przeciwcial poliklonalnych anty -Tn-T, membrana
komplementarna do zelu. Dobrze widoczne jest przebieg procesu degradacji troponiny T.
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Rys. 13.2

Immunoblotting titiny z mig$ni §win wykonany w oparciu o transfer z zelu agarozowego.

T1 — titina natywna, T2 — produkt degradacji T1, N - nebulina, MHC - ciezki tancuch
miozyny. A - zel agarozowy barwiony Coomassie Brilant Blue. B - komplementarna do Zelu
membrana immunobarwiona z zastosowaniem przeciwciata 9D10.
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Przyklad 14.

ANALIZA GENETYCZNA RODZIN OBCIAZONYCH ZESPOLEM MEN 2A -
WYKRYWANIE GERMINALNYCH MUTACJI PROTOONKOGENU RET METODA
PCR-SSCP

Bartkowiak J, Rieske P 1 Piaskowski S,

Zaktad Biologii Molekularnej, Katedra Onkologii, Akademia Medyczna w todzi,
e-mail: partkowiak@zdn.am.lodz.pl|

Wprowadzenie:

Rak rdzeniasty tarczycy jest nowotworem zlo$liwym wywodzacym sig
z produkujacych kalcytoning komorek C tarczycy. W okoto 20% przypadkoéw rak ten jest
uwarunkowany dziedzicznie (zespot MEN 2A), jego przyczyna sa wtedy germinalne mutacje
protoonkogenu RET, a wigc obecne we wszystkich komorkach obciazonego organizmu.
Zidentyfikowane mutacje dotycza przede wszystkim kodonow cysteinowych w eksonach
10 (kodony 609, 611, 618 1 619) 1 11 (kodon 634). Poszukiwanie mutacji u bezobjawowych
pacjentéw musi by¢ oparte o szybki, wiarygodny i wzglednie tani test przesiewowy. Do tego
celu przystosowaliSmy procedur¢ badania polimorfizmu strukturalnego zamplifikowanych,
jednoniciowych fragmentow DNA - tj. PCR-SSCP (ang. single-strand conformation
polymorphism) z zastosowaniem rozdziatow elektroforetycznych. Metoda SSCP obejmuje
etap przygotowania jednoniciowych konformeréw DNA (denaturacja produktow PCR
w $rodowisku 95% formamidu w temperaturze 100° C), oraz rozdzielenie powstatych
konformer6w na natywnym (niedenaturujacym) zelu poliakrylamidowym. W wyniku takiej
denaturacji dwie komplementarne nici DNA po gwattownym schlodzeniu nie ulegaja
reneturacji w struktur¢ dwuniciowa. Moga jednak w odpowiedniej temperaturze (2-25O O
wytwarza¢ wiazania wodorowe pomigdzy nukleotydami tej samej nici. W efekcie powstaja
2 takiej samej dlugosci konformery, rézniace si¢ jednak struktura przestrzenna. Ta struktura,
obok dtugosci nici, decyduje o frakcjonowaniu fragmentow DNA w trakcie elektroforezy
w niedenaturujacych, wysokorozdzielczych zelach. Jezeli produkt PCR zawiera takze
zmutowany material, to powinno si¢ obserwowac¢ powstanie 2 dodatkowych prazkéw. Metoda
ta moze by¢ jednak Zrodlem wynikow falszywie ujemnych. Wynikaja one z tego, ze nie kazda
mutacja wywoluje zmian¢ konformacji, lub tez zle dobrane warunki rozdzialu
elektroforetycznego (temperatura rozdziatu, warunki pradowe, usieciowanie zelu) nie
powoduja rozdzielania istniejacych konformerow. Z tego tez powodu liczba uwidacznianych
w zelu prazkéw w rozdzialach informatywnych moze odbiega¢ od ilosci teoretyczne;j.
Wiasciwe wykonanie analizy SSCP wymaga opracowania indywidualnych, optymalnych
warunkéw przeprowadzenia procesu elektroforezy. Absolutnie kluczowe jest ustalenie
1 utrzymywanie odpowiedniej temperatury rozdziatu. W trakcie prob trzeba niekiedy dtugo
dostosowywac parametry pradowe, gdyz minimalne réznice ich wartosci bardzo wyraznie
zmieniaja ostateczny obraz elektroforetyczny frakcjonowanych probek DNA. PhastSystem
firmy Amersham Pharmacia Biotech stwarza mozliwosci szybkiej optymalizacji warunkow
procesu.

Material:
1 Probki produktow PCR po amplifikacji eksonu 10 lub 11 protoonkogenu RET *
2 12,5% (bezgradientowy) zel poliakrylamidowy, (PhastGel Homogeneous 12,5).
3 Nakfadki z buforem o pH oboj¢tnym (PhastGel Buffer Strips — Native).
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4 Dozownik probek (PhastGel Sample Applicator 6x 4 l).
*Najwazniejsze parametry reakcji PCR wykorzystanych do amplifikacji danych fragmentow
eksonoéw 10 1 11 protoonkogenu RET ( wg. Komminoth P.i wsp. , 1995, Cancer, 76, 479-489)

podaje ponizsza tabelka:
Ekson | Orientacja Sekwencja stratera Dlugos¢ Stgzenie Temp.
produktu Mg* anneal.
Sense 5’CTCAGGGGGCAGCATTGTT3’
10 Antisense 5’CACTCACCCTGGATGTCTT?3’ 132 pz 1,5 mM 58" C
Sense 5’CCTCTGCGGTGCCAAGCCTC3’
11 Antisense 5’TGTGGGCAAACTTGTGGTAGCAY’ 155 pz 2,5 mM 69" C
Aparatura:
1. Automatyczny system elektroforezy i barwienia PhastSystem

Odczynniki:

1

2

3

Bufor do denaturacji DNA, jednoczes$nie sluzacy do obciazania probek
elektroforetycznych — 95% formamid w 20mM EDTA, pH 8§,0.

Zestaw do wybarwiania DNA w zelach elektroforetycznych metoda srebrowa (PhastGel
DNA Silver Staining Kit).

96% etanol.

Przygotowanie prébek do elektroforezy:

Na podstawie wczesniejszej elektroforezy w 2% zelu agarozowym, z wybarwianiem
bromkiem etydyny, oceni¢ jako$¢ i stezenie probek po reakcji PCR; probki powinny
wedrowa¢ w zelu jako pojedynczy prazek, widoczny przy naniesieniu na zel maksimum
5 Ml produktu reakcji.

Zmiesza¢ po 5 Ml produktu PCR kazdej badanej probki z réwna objgtoscia buforu do
obciazania probek elektroforetycznych.

Przygotowanie systemu do pracy:

Zaprogramowac dziatanie aparatu PhastSystem dla rozdziatu elektroforetycznego (1 zel)
produktow okreslonych reakcji PCR:

Program nr 1 dla zamplifikowanego eksonu 10 protoonkogenu RET

1.1 preelektroforeza - 400V~ 10mA  3,5W 4°C  100Vh

1.2 aplikacja probki - 50V 10mA 3,5W  4°C 2Vh
(opuszczenie dozownika probek przy 0Vh)
1.3 elektroforeza - 400V  10mA 3,5W 4°C  145Vh

(podniesienie dozownika prébek przy 2Vh)
Program 2 dla zamplifikowanego eksonu 11 protoonkogenu RET
2.1 preelektroforeza - 400V 5mA  3W  15°C  100Vh

2.2 aplikacja probki - 50V 5mA  3W 15°C 2Vh
(opuszczenie dozownika probek przy 0Vh)
2.3 elektroforeza - 400V  SmA 3w 15°C  100Vh

(podniesienie dozownika probek przy 2Vh)
Zgodnie z instrukcja zestawu PhastGel DNA Silver Staining Kit dreny odpowiednich
portéw aparatu zanurzy¢ w odpowiednich pojemnikach z roztworami.
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- W celu silniejszego wybarwiania stosunkowo kroétkich, jednoniciowych, fragmentow
zamplifikowanego DNA do roztworu utrwalacza doda¢ etanolu (96%) w proporcji 55 ml
etanolu 1 25 ml roztworu utrwalacza.

Przebieg doswiadczenia:

- Po wlaczeniu aparatu odczeka¢ do uzyskania zaplanowanej temperatury w komorze
elektroforetycznej.

- Umiesci¢ zel na stoliku komory elektroforetycznej, zamocowaé naktadki z buforem
1 opusci¢ ramke elektrodowa.

- Uruchomi¢ stosowny program rozdziatu elektroforetycznego z uwzglednieniem ilosci
uzytych zeli (1 lub 2).

- W trakcie preelektroforezy przygotowane probki do elektroforezy podda¢ denaturacji
w 100° C w ciagu 5 minut i natychmiast przenie$¢ je do tazni lodowej. Przy koncu
preelektroforezy (osiagnigcie wartosci 98Vh w etapie 1.1 lub 2.1) zatrzymac rozdziat, na
dozownik (aplikator) nanies¢ po 3 Ul poszczegdlnych probek i wznowié proces
elektroforezy. Nastapi automatyczne naniesienie probek na zel i1 przeprowadzony
zostanie wlasciwy proces elektroforezy.

Uwaga:

1 Probki do elektroforezy po denaturacji termicznej i gwattownym oziebieniu powinny by¢
naniesione na zel w mozliwie najkrotszym czasie od ich przygotowania. W razie potrzeby

powtorzenia rozdziatow elektroforetycznych z tymi samymi probkami proces denaturacji
powinien by¢ kazdorazowo powtorzony.

2 Naniesienie na dozownik wiekszych objetosci probek niz 3 Ul (pomimo pojemnosci
nominalnej rownej 4 ) powoduje zbyt wielkq powierzchnie miejsca naniesienia probki i
moze byc¢ przyczynq pogorszenia jakosci rozdziatu (szerokie prqzki, smuzenie sie
powierzchniowe)

- Bezposrednio po zakonczonej elektroforezie zel przenies¢ do czgéci aparatu stuzacej do

barwienia. Barwienie metoda srebrowa przeprowadzi¢ zgodnie z programem nr 3.

Uwaga:

3 PhastGel DNA Silver Staining Kit przechowywaé w temperaturze pokojowej (~18° C);
przechowywanie w lodowce przedtuza trwatosé¢ odczynnikow, ale niekiedy wymagajq one
filtrowania przed uzyciem, w celu usuniecia drobnych czqstek, ktore wplywajq na
pogorszenie obrazu tta wybarwionego Zelu.

- Wybarwiony zel mozna sfotografowac lub po wysuszeniu (suszarka do wtosow lub kilka
godzin na warstwie ligniny) przykry¢ oryginalna folia 1 pozostawi¢ jako dokumentacjg
rozdziahu elektroforetycznego.

Postgpowanie po zakonczeniu procesu elektroforezy:

1 Na =zakonczenie przemy¢ dejonizowana woda wszystkie elementy komory
elektroforetycznej, a nastgpnie osuszy¢ je.

2 Dla jednostki aparatu przeznaczonej do barwienia zeli wykona¢ automatyczna procedure
czyszczenia (uruchomienie programu 9 po podtaczeniu drenow dozujacych do pojemnika
z okoto 1000 ml dejonizowanej wody).

Oczekiwane wyniki:

Jednoniciowe konformery powstate po denaturacji zamplifikowanych w reakcji PCR
fragmentéw protoonkogenu RET wykazuja okreslona, r6zna ruchliwo$¢ elektroforetyczna w
niedenaturujacym zelu. Dowodem na namnozenie fragmentéw zmutowanego allelu (obok
fragmentéw prawidtowych, pochodzacych w preparacie DNA z allelu nieuszkodzonego) jest
ujawnienie si¢ w obrazie elektroforetycznym dodatkowych(-ego) konformerdéw(-u)
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o odmiennej szybkos$ci wedrowki w zelu. Przyktadem tego jest rysunek 14. 1, na ktorym
przedstawiono wynik uzyskany dla eksonu 11 genu RET. Preparat analizowany na $ciezce
3 posiada dodatkowy konformer, ktory wydaje si¢ by¢ identyczny do dodatkowego
konformera obserwowanego dla kontroli pozytywnej (Sciezka 5; preparat kontroli pozytywnej
charakteryzuje si¢ obecnoscia mutacji w kodonie 634 TGC => CGC). W innych probkach
analizowanych w pokazanym rozdziale SSCP, w tym w preparacie kontroli negatywnej
(Sciezka 6), nie stwierdza si¢ obecnosci dodatkowych konformerow.

R
7o )

Rys. 14.1

Przyktadowy wynik analizy PCR-SSCP dla
eksonu 11 protoonkogenu RET. Sciezki 1-4 — probki e - e -
otrzymane dla kolejnych pacjentow poddanych analizie. +
Sciezka 5 — preparat kontroli dodatniej, zawierajacy

mutacje w kodonie 634 TGC=>CGC, S$ciezka 6 — il .-
kontrola negatywna. Strzatka wskazuje potozenie w zelu
konformera zmutowanego. : T e e Rl Sl

b ey

Poprzez bezposrednie sekwencjonowanie produktu PCR probki 3 uzyskano
potwierdzenie, ze wynik badania SSCP nie jest spowodowany neutralnym polimorfizmem,
a analizowany DNA rzeczywi$cie zawiera tranzycj¢ T=>C w kodonie 634 eksonu 11.

W przeprowadzanych na aparacie PhastSystem analizach probek pochodzacych od 35
pacjentéw wykryto 7 mutacji kodonu 634 w eksonie 11, z ktorych 3 dotyczyly innych zmian
punktowych niz najczestsza mutacja dla tego kodonu TGC=>CGC. W przypadku eksonu 10
zidentyfikowano 1 mutacj¢ w kodonie 618 — TGC=>TCC. W rownolegtych testach SSCP
metoda elektroforezy wielkoptytowej, w analizach heterodupleksow 1 oznaczeniach
sekwencyjnych nie stwierdzono przypadkéw ze zmianami mutacyjnymi, ktdre nie zostatyby
okreslone prezentowana metoda na aparacie PhastSystem.

Jest to wigc metoda pozwalajaca na przesiewowe wykrywanie mutacji na nie gorszym
niz inne techniki, pozwalajaca wyraznie skréci¢ czas optymalizacji 1 przeprowadzania
rozdzialow elektroforetycznych, (czas pojedynczego oznaczenia nie przekraczal w naszych
doswiadczeniach 2,5 godziny), przy wysokiej powtarzalnosci uzyskiwanych wynikow. Takze
czuto$¢ 1 jako$¢ barwienia srebrowego nie budzita zadnych watpliwosci. Wszystko to
umozliwia efektywne wykonywanie badan przesiewowych pod katem identyfikacji mutacji
protoonkogenu RET, bez potrzeby stosowania zmudnych technik wymagajacych uzycia
znakowanych izotopowo (*°P) pochodnych nukleotydowych.

Pismiennictwo:
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polymorphism of human DNA by gel electrophoresis as single strand conformation
polymorphisms. Proc. Natl. Acad. Sci USA 1989, 86, 2766-2770.

2. Komminoth P., Kunz E., Matias-Guiu X., Hiort O., Christiansen G., Colomer A., Roth
J., Heitz P., Analysis of RET protooncogene point mutations distinguishes heritable
from nonheritable medullary thyroid carcinomas. Cancer, 1995, 76, 479-489.

3. Hayashi K., Yandall D., How sensitive is PCR-SSCP. Human Mutat. 1993, 338-346.
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Przyklad 15.
DIAGNOSTYKA WIRUSA CHOROBY PECHERZYKOWEJ SWIN (SVD)

Niedbalski W., Kegsy A.

Zaktad Pryszczycy, Panstwowy Instytut Weterynaryjny, ul. Wodna 7, 98-220 Zdunska Wola,
piwzp@invarnet.inwar.com.pl

Wprowadzenie:

Obserwowany w ostatnich latach ogromny postep w biologii molekularnej stworzyt
mozliwo$¢ opracowania wysoce czutych 1 swoistych metod diagnostycznych. Pierwsze
badania w kraju i na §wiecie nad zastosowaniem metody amplifikacji cDNA in vitro do
wykrywania, identyfikacji oraz rdéznicowania wirusa choroby pecherzykowej $win (Swine
Vesicular Disease — SVD) przeprowadzono w Zakladzie Pryszczycy Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego w Zdunskiej Woli. Poczatkowo dotyczyly one zastosowania techniki PCR
do wykrywania wirusowego materialu genetycznego w zakazonej pierwotnej hodowli
komorek nerki $winskiej 1 linii IBRS-2. Nastepnie metode zaadaptowano do badania
materiatdéw biologicznych. Jednocze$nie wprowadzono istotne modyfikacje metody izolacji
RNA oraz technik jego powielania (RT-PCR i RT-nPCR), ktorych celem byto zwigkszenie
czutosci reakcji oraz uproszczenie i przySpieszenie wykonania badania. Zastosowanie
automatycznego systemu elektroforezy (PhastSystem) do elektroforetycznego rozdziatu
produktow RT-PCR znacznie przyspieszylo oraz ulatwilo wykonanie badania.

Materialy:

1 Szczepy wirusowe. W badaniach uzyto nastgpujace szczepy wirusa choroby
pecherzykowej §win: polski —SVDPL/73, wtoski — ITL/2/73 oraz holenderski — NET/3/92.

2 Zestaw do szybkiej izolacji RNA: Rneasy kit (Qiagen).

Komorki linii IB-RS-2.

4 Startery dla fragmentu genomu wirusa SVD kodujacego biatko kapsydowe VP1

1 niestrukturalne 2A (starter o orientacji 3°-5°, SVDV1B, 3374-3398,

CCACACACAGTTTGCCAGTC oraz starter o orientacji 5°-3’, SVDV1A, 2704-2724,

CGACAACTTCGCCTACTGGGT).

Zestaw do reakcji RT-PCR Ready-To-Go You-Prime First-Strand Beads.

Zel poliakrylamidowy PhastGel Homogenous 12,5.

Stripsy agarozowe PhastGel Native Buffer Strips.

Wzorzec masy molekularnej (Promega) o wielkosci fragmentéw: 1000, 750, 500, 300,

1501 50 pz.

(O8]
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Aparatura:

1 Spektrofotometryczny kalkulator RNA/DNA GeneQuant Calculator.

2 Termocykler Mastercycler personal

3 Automatyczny system do elektroforezy PhastSystem.

4 System dokumentacji i analizy zeli — Imagistore 5000, z oprogramowaniem
GelBase/GelBlot ProPc.
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Odczynniki:

1 Plyn wzrostowy Eagle’a pH 7,4 z surowica ptodowa (10%) i antybiotykami.

2 Bufor denaturujacy: 0,05% cyjanoksylen, 0,05% bitekit bromofenolowy, 10mM EDTA
12% glicerol.

3 20% TCA (kwas trojchlorooctowy).

4 50% etanol i 10% kwas octowy lodowaty.

5 10% etanol 1 5% kwas octowy.

6 8,3% glutaraldehyd.

7 0,5% azotan srebra.

8 2,5% weglan sodowy.

9 5% kwas octowy.

10 10% kwas octowy i 12,5% glicerol.

Namnazanie wirusow:

- Wirusy namnaza¢ w hodowli komorek linii IB-RS-2.

- Po ok. 20 godz. od zakazenia, gdy efekt cytopatyczny (CPE) osiagnal ponad 80%, zebra¢
supernatant zawierajacy wirusa i odwirowac przy 3000xg przez 20 minut w temperaturze
pokojowe;j.

- Okresli¢ miano infekcyjne wiruséw w supernatancie. W zaleznos$ci od szczepu powinno
wynosi¢ od 10%° do 10”* TCIDso/ml.

Przygotowanie probki do elektroforezy:

- Przy pomocy spektrometru RNA/DNA GeneQuant Calculator okresli¢ stezenie
1 czysto$¢ catkowitego RNA wyizolowanego z probki materialu biologicznego.

- Rozcienczy¢ RNA do stezenia ok. 0,5-1 pug/ml stosujac woda destylowana zawierajaca
50 jednostek inhibitora Rnazy.

- Probkg¢ RNA uzy¢ w reakcji RT-PCR.

Przygotowanie systemu elektroforezy do pracy:

- Zaprogramowano parametry pracy systemu do elektroforezy:
Sample App. Down: 1.2 0000 Vh
Sample App. Up: 1.3 0002 Vh

Alarm at; 1.1 190 Vh
Sep. 1.1 400V 10 mA 25W 4°C 200 Vh
Sep. 1.2 400V 1 mA 25W 4°C 002 Vh

Sep. 1.3 400V 10 mA 25W 4°C 100 Vh
- Wyeczysci¢ 70% etanolem przedziat do rozdziatlu elektroforetycznego.
- Umiesci¢ dreny urzadzenia do barwienia, odbarwiania i utrwalania zeli w naczyniach
z odpowiednimi odczynnikami.

Przebieg doswiadczenia:

- RNA izolowa¢ przy pomocy zestawu Rneasy kit (Qiagen), zgodnie z metodyka zalecana
przez producenta.

- Reakcj¢ RT-PCR wykonaé¢ w jednej probowce zestawem Ready-To-Go You-Prime
First-Strand Beads. Do dostarczonego przez producenta odczynnika dodawac¢ jako
matryceg RNA (ok. 1 pg), 1 pl (10 pM) startera 1B, uzupetni¢ H,O-DEPC do objetosci
33 pl i inkubowaé w temperaturze 37°C przez 1 godzing.
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- Nastepnie do mieszaniny doda¢ po 1 pl (10 pM) kazdego ze starteréw, 1 pl (2 jednostki)
Taq polimerazy, uzupetni¢ H,O-DEPC do objetosci 100 pl 1 amplifikowano
w termocyklerze wedlug parametrow:
- wstepna denaturacja - 3 min. 94°C;
- denaturacja — 30 sec 94°C;
- wiazanie starterow — 45 sec 55°C;
- wydluzanie tancucha (elongacja) — 1 min. 72°C;
- Trzy ostatnie etapy amplifikacji powtarza¢ przez 30 cykli.
- Po ostatnim cyklu wykon¢ dodatkowa elongacje przez 5 min. w temp.
72°C.
- Produkty RT-PCR rozdziela¢ elektroforetycznie w 12% zelu
poliakrylamidowym (PAGE).
- Do 5 pl produktu RT-PCR doda¢ 1 pl buforu denaturujacego;
- Przy pomocy aplikatora nanie$¢ 1l mieszaniny na zel umiejscowiony
w komorze rozdzialu PhastSystem'u.
- Elektroforezg prowadzi¢ zgodnie z przedstawionymi powyzej warunkami.
- Po zakonczeniu rozdziatlu zele barwi¢ standardowa metoda srebrowa, zgodnie z procedura
zalecang przez producenta (Nota No. 210).

Oczekiwane wyniki:

Produkty amplifikacji cDNA wirusa SVD przedstawia rysunek15.1. Zastosowanie
pary starterow SVDI1A 1 SVDIB pozwolilo powieli¢ fragment materiatu genetycznego
badanych szczepéw wirusa SVD o dlugosci 620 bp kodujacy biatko kapsydowe VPI
1 odcinek poczatkowy biatka niestrukturalnego 2A.

Rys. 15.1 ‘fl‘_ _'"‘! o k&
2.3 45

Analiza elektroforetyczna produktow RT-PCR wirusa - — =

choroby pgcherzykowej §win (SVD) z zastosowaniem b 1600

PhastSystem'u.

- 750
1 - kontrola ujemna — woda; -w S0
2 - produkty amplifikacji pary starterow 300
VDV1A iSVDVIB - SVDPL/73; 140
3-1TL/2/73 |
4 - NET/3/92; - g
5 - wzorce mas molekularnych. i ¥
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Przyklad 16.

ELEKTROFORETYCZNE OCZYSZCZANIE BIALEK Z NADEKSPRESJI W
KOMORKACH E. coLI

'2Szalata M., '“Kalak R., "“Lipinski D., *Plawski A., '*Stomski R.

'Katedra Biochemii i Biotechnologii, Akademia Rolnicza im. Augusta Cieszkowskiego,

Wotynska 35, 60-637 Poznan, e-mail: Elomski@au.goznan.gu

*Zaklad Genetyki Cztowicka PAN, Strzeszyfska 32, 60-479 Poznan

Wprowadzenie

Najlepsza metoda oceny homogennosci preparatow biatkowych jest elektroforeza
w zelach poliakryloamidowych z SDS. Wigkszo$¢ publikacji dotyczacych oczyszczania
rekombinowanych biatek zamieszcza wynik rozdziatu elektroforetycznego z uzyskana czysta
frakcja biatka. Obecnos¢ dodatkowego intensywnego prazka o oczekiwanej wielkosci wsrod
wszystkich biatek bakteryjnych w uktadach nadekspresyjnych stanowi potwierdzenie udanej
nadekspresji. Przeprowadzajac elektroforez¢ mozna oceni¢ zaréwno wielko$¢ badanego
bialka, jak 1 okresli¢ jego czysto§¢. Czasteczki migruja w polu elektrycznym z rézna
szybkoscia zalezna od wielko$ci czasteczki oraz jej tadunku, wprost proporcjonalnie do
natezenia pola elektrycznego, a odwrotnie proporcjonalnie do masy. Obecnosé
dodecylosiarczanu sodu (SDS), ktéory nadaje czasteczkom tadunek ujemny, niszczac
jednoczes$nie strukturg IV rzedowa biatek, umozliwia precyzyjne okreslenie wielko$ci biatek.
W takich warunkach mozna wykry¢, ze badana czasteczka ma budowe podjednostkowa oraz
z jakiej wielko$ci podjednostek sktada sig. Obecnos¢ tylko jednego prazka o oczekiwanej
wielkosci po barwieniu bigkitem brylantowym Coomassiego potwierdza czysto$¢ uzyskanego
preparatu, bardzo czgsto sigga si¢ w tym celu do bardziej czulej metody barwienia srebrem.
Oczyszczanie biatek uzyskanych z transformowanych komoérek jest niezbedne dla ich peinej
charakterystyki i stosowane jest powszechnie w wielu laboratoriach. Rekombinowane biatka
otrzymywane w uktadach bakteryjnych lub eukariotycznych moga by¢ wydzielane na
zewnatrz, co jest najbardziej pozadane. Moga tez wiaza¢ si¢ z blonami, tworzy¢ biatka
wewnatrzkomorkowe lub ciatka inkluzyjne. Bardzo czgsto rekombinowane biatka powstaja
w formie nieaktywnej. Nadekspresja biatek w uktadach eukariotycznych zapewnia
prawidlowe modyfikacje potranslacyjne. Oczyszczanie rekombinowanych biatek jest
utatwione przez nadekspresj¢ bialtka w zwigkszonych ilosciach, a takze przez mozliwo$¢
wprowadzenia znacznika ulatwiajacego izolacj¢ biatka. Tworzenie biatek fuzyjnych
w nadekspresji pozwala na lepsze oczyszczenie biatka. Ponadto fragment fuzyjny zwigksza
stabilnos$¢, przyspiesza izolacje z kultur komorek pro- i1 eukariotycznych, czgsto w procesie
jednoetapowym, oraz pozwala wykorzystywaé biatko przez przemysl biotechnologiczny
w masowej produkcji enzymoé6w lub wysokooczyszczonych $rodkow farmaceutycznych.
Biatka fuzyjne powstaja poprzez dotaczenie do sekwencji DNA kodujacej okreslone biatko
sekwencji kodujacej czes¢ fuzyjna. Najczesciej na koncu C biatka wprowadza sig
poliargining, polihistydyng, bialko A czy transferazg glutationu (GST). Do oczyszczania
wykorzystuje si¢ chromatografi¢ jonowymienna z ligandem poli(Arg), chromatografie
immunopowinowactwa (ang. immunoaffinity), gdzie ligandem sa przeciwciata IgG oraz
chromatografi¢ powinowactwa (ligandem jest np. glutation). Bardzo szeroko stosowane jest
oczyszczanie bialek zawierajacych dodatkowo wprowadzone reszty histydynowe, cysteinowe
lub tryptofanowe (grupy musza by¢ usytuowane na zewnatrz czasteczki) na kolumnach
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IMAC, powinowactwa z immobilizowanymi (chelatujacymi) metalami (ang. immobilized
metal affinity chromatography). Najczgsciej wykorzystywane sa jony miedzi, niklu, cynku,
kobaltu, wapnia czy magnezu. Dodatkowe fragmenty moga by¢ tatwo usunigte przez
trawienie enzymami proteolitycznymi, np. karboksypeptydaza B. Czgsto wprowadza si¢
pomiedzy biatko 1 czg$¢ znakujaca dodatkowe sekwencje rozpoznawane przez specyficzne
proteazy (trombina, czynnik Xa, enterokinaza). Prawidlowy przebieg odcinania jest
monitorowany elektroforetycznie, poniewaz krotsze biatko migruje szybcie;j.

Material

1 Ztoze powinowactwa, Talon (Clontech)

2 Hodowla bakterii E. coli z nadekspresja biatka Feldl.

3 Pusta kolumienka K9/15

4 Probowki

5 Standardy wielkosci biatek MW, 2,512; 6,214; 8,159; 14,404; 16,949 K.

6 Bibula Whatman 3 MM.

7 Celofan

Aparatura

1  Wirdéwka Sorvall

2 Wiréwka Eppendorf z chtodzeniem

3 Regczny homogenizator (wychtodzony)

4 Kotyska

5 Aparat do elektroforezy pionowej Hoefer Mighty Small SE 250.

6 Zasilacz do elektroforezy Electrophoresis Power Supply EPS600.

7 Aparat do barwienia zeli Hoefer Automated Gel Stainer.

8 Podswietlarka do zeli.

9 Aparat do suszenia zeli.

Odczynniki

1 Bufor do przemywania (50 mM bufor fosforanowy, 300 mM NaCl, 8 M mocznik, pH 7,0)

2 Bufory do elucji o obnizajacym si¢ pH (50 mM bufor fosforanowy, 300 mM NaCl, 8 M
mocznik, pH 6,0, 5,0 i pH 4,0)

3 Bufor do probek.

4 Bufor do zelu rozdzielajacego (4x): 1,5 M Tris-HCI, 0,4% SDS, pH 8.8.

5 Bufor do goérnego zelu zaggszczajacego (4x): 0,5 M Tris-HCI, 0,4% SDS, pH 6,8.

6 Bufor elektrodowy z SDS (10x): 30,3 g Tris, 10 g SDS, 144 g glicyna, H,O do 1000 ml.

7 10% nadsiarczan amonu (APS)

8 TEMED

9 Bufor obciazajacy do prébek (1x): 6,8 ml 4x Tris-HCI, pH 6,8, 4 ml 10% SDS, 2 ml
glicerol, 0,2 ml 2-merkaptoetanol, 0,2 mg btgkit bromofenolowy, H,O do 10 ml.

10 Blgkit brylantowy Coomassie: 0,25 g bigkit brylantowy Coomassie, 400 ml metanol, 70
ml kwas octowy, H,O do 1000 ml. Barwnik mozna stosowac kilkakrotnie.

11 Odbarwiacz: 100 ml metanol, 80 ml kwas octowy, 620 ml H,0.

Przebieg doswiadczenia

Procedura dotyczy oczyszczania biatek z polihistydyna (6x His). Cala procedurg nalezy

wykonywaé¢ w temp. 4°C, przy uzyciu wychtodzonych odczynnikow i sprzetu. Oczyszczanie
przeprowadza¢ w warunkach denaturujacych (w kazdym buforze znajduje si¢ 8 M mocznik).
Poprawnos$¢ analizy jest sprawdzana poprzez elektroforezg biatek.
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Oczyszczanie bialka

- 30 ml hodowli bakteryjnej wirowa¢ w wiréwce Sorvall, 3500 rpm, 30 min., w 4°C.
Usuna¢ supernatant, osad rozpusci¢ w 1 ml zimnego buforu do przemywania, krotko
homogenizowac.

- Prébe odwirowaé¢ w wirowce Eppendorf z chlodzeniem, 12000x g, 20 min., 4°C.
Ostroznie przenies¢ klarowny supernatant do czystej probowki. Zostawi¢ mata porcje do
elektroforezy w zelu poliakryloamidowym, reszt¢ wykorzysta¢ do oczyszczania na
kolumnie powinowactwa metali.

- Delikatnie wymiesza¢ zawarto$¢ buteleczki z Talonem i pobra¢ 0,5 ml do 15-ml
probowki. Odwirowa¢ bufor, w ktorym przechowywano ztoze w wiréwce Sorvall,
700xg, 2 min., 4°C. Ostroznie usuna¢ bufor znad zelu.

- Przemy¢ zloze 10 ml buforu do przemywania, tego samego, w ktérym przygotowano
biatka (10-20 objetosci pobranego ztoza) poprzez delikatne wytrzasanie.

Uwaga:

1 Nie wytrzqsa¢ na worteksie, poniewaz prowadzi to do nieodwracalnych uszkodzen

struktury ztoza!

- Odwirowa¢ bufor 700x g, 2 min., 4°C. Po usunigciu buforu ztoze jest gotowe do uzycia.

- Probe puli bialek wprowadzi¢ do probowki ze ztozem Talon. Delikatnie wytrzasa¢ na
kotysce w temp. 4°C przez 16 godz.

- Odwirowa¢ supernatant 700x g, 5 min. 1 przechowywac do elektroforezy z SDS, jako
frakcj¢ nie zwiazana z kolumna. Przy prawidlowo dobranych warunkach frakcja ta
powinna ro6zni¢ si¢ od nakladanej brakiem bialek zawierajacych ‘tancuch
polihistydynowy.

- Doda¢ 1 ml buforu do przemywania i przenies¢ ztoze do kolumienki grawitacyjne;j.

- Przemywa¢ kolumng 10-20 objgtosciami kolumny buforu do przemywania

- Przygotowa¢ ponumerowane probowki, do ktorych beda zbierane kolejne frakcje.
Probéwki umiescic¢ na lodzie.

- Wymywac¢ biatka kolumny buforami do elucji stosujac kolejno po 5 objetosci kolumny
bufory o pH: 6,0, nastgpnie 5,0 i na koncu dla catkowitego wymycia biatka zwiazanego
z kolumna bufor o pH 4,0. Zamiast szeregu buforéw o obnizajacym si¢ pH mozna doda¢
do buforu do przemywania 150 mM imidazol, jesli nie bedzie przeszkadzal przy
wykorzystaniu oczyszczonego biatka.

- Zbiera¢ frakcje 0,5-1,0 ml. Jesli elektroforeza nie bedzie przeprowadzona natychmiast po
oczyszczeniu zebrane frakcje zamrozic.

Przygotowanie zeli

- Przemy¢ ptyty do elektroforezy alkoholem, ztozy¢ w aparacie do wylewania zeli. Wtozy¢
przektadke, zaznaczy¢ miejsce, od ktorego bedzie zaczynal sie zel rozdzielajacy
(minimum 0,5 cm ponizej grzebienia).

- Przygotowa¢ 17% zel rozdzielajacy (standardowym zelem jest zel 12%), wla¢ do
zaznaczonego miejsca.
Wykorzystywa¢ zawsze §wiezo zrobiong porcj¢ nadsiarczanu amonu, albo przechowywac
10% roztwor w -20°C. Zel rozdzielajacy (ang. resolving gel), pH 8,8, 17%

Akryloamid/bisakryloamid 30% 5,67 ml

Tris-HCI/SDS pH 8,8 (4x) 2,5 ml
H,0 1,83 ml
TEMED 14 ul
10% APS 50 ul
Razem 10 ml
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Powierzchnig pokry¢ niewielka objetoscia destylowanej wody lub izobutanolu, co tworzy
gtadka powierzchnig zelu i zabezpiecza przed jego wysychaniem.

Po polimeryzacji zelu dolnego (lekko przechyli¢ ptytki, powinna odstoni¢ gladka,
sztywna powierzchnig zelu), usuna¢ wode, delikatnie osuszy¢ powierzchnig zelu bibuta.
Przygotowaé zel zageszczajacy, napehié plyte i wlozy¢ grzebien. Zel zageszczajacy
(ang. stacking gel), 4%, pH 6,8

Akryloamid/bisakryloamid 30% 0,67 ml

Tris-HCI/SDS pH 6,8 (4x) 1,25 ml
H,0O 3 ml
TEMED 10 pl
10% APS 25 ul
Razem 5ml

Unika¢ wprowadzania pecherzykow powietrza migdzy grzebien a zel. Grzebien naktadaé
z ukosa, usuwajac ewentualne pecherze powietrza. Po polimeryzacji zelu przez ok.
3 godz. (minimum 90 min., w wielu przypadkach zaleca si¢ polimeryzacj¢ przez noc)
plytki sa gotowe do elektroforezy.

Przesmarowa¢ gumowe uszczelki smarem dostarczonym wraz z aparatem dla
zapewnienia szczelnosci systemu. Plytki umiesci¢ w aparacie do elektroforezy.
Wprowadzi¢ do komory 1x st¢zony bufor do elektroforezy. Przeptukaé kieszonki zelu
buforem do elektroforezy.

Przygotowanie prébek do elektroforezy

Pobra¢ po 10 pl z kolejnych frakcji do oznaczonych probowek.
Doda¢ 10 pl buforu do probek.
Denaturowac 5 min. w 95°C.

Elektroforeza

Naktada¢ 15-20 pl do kieszonek Zelu (objgtos¢ proby w kieszonce zalezy od grzebienia,
nie wypetnia¢ kieszonek po same brzegi, aby uniknaé przelania si¢ prob do sasiednich
kieszonek). Zaleca si¢ pozostawi¢ nie zajgte kieszonki zewngtrzne.

Doda¢ do osobnej kieszonki marker wielkos$ci biatek.

Przystapi¢ natychmiast do elektroforezy, zapobiegajac niespecyficznej dyfuzji prob.
Natozy¢ gorna pokrywe aparatu do elektroforezy, podtaczy¢ elektrody. W zelu
zaggszczajacym prowadzi¢ elektroforezg przy nat¢zeniu 10 mA/plytg (gdy sa obie ptyty
20 mA). Po wniknigciu préb do zel rozwijajacego, zwigkszy¢ natezenie do 20 mA/plyte.
Monitorowaé napigcie, nie moze ono przekraczaé w wigkszosci przypadkow 200 V,
niezaleznie od wykorzystywania aparatow do elektroforezy z chtodzeniem lub bez
chtodzenia.

Elektroforez¢ przerwa¢ w momencie, gdy blekit bromofenolowy z buforu do prébek
zacznie migrowac z zelu. Aparat roztozy¢, plytki ostroznie rozdzieli¢, mozna zaznaczy¢
prawy gorny rog zelu lekkim wycieciem, a takze delikatnie odcia¢ zel zaggszczajacy,
zawierajacy kieszonki, wykorzystujac przektadke lub druga ptytkg. Nie wykorzystywaé
zadnych ostrych narzedzi, poniewaz moga powodowaé rysy przeszkadzajace
w elektroforezie.
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Barwienie bialek

- Przygotowa¢ pojemniki z okre$lona objgtoscia Coomassie, wody destylowanej
i odbarwiacza. Zel ostroznie umiesci¢ w aparacie do barwienia zeli. Barwié biatka
delikatnie wytrzasajac 1 godz.

- Usuna¢ barwnik, przeptuka¢ zel woda destylowana (1 min.). Odbarwia¢ w roztworze do
odbarwiania, zmieniajac porcje co 10 min., az do uzyskania czystego tta (ok. 0,5 godz.).

Oczekiwane wyniki

Na obrazie elektroforetycznym powinien by¢ widoczny w ekstrakcie wyjsciowym
biatek bakteryjnych gruby prazek biatka podlegajacego nadekspresji, co $wiadczy
o powodzeniu nadekspresji. W kontroli bakterii nie posiadajacych wektora, oczekiwane
bialtko jest nieobecne. We frakcjach, ktore nie zwiazaty si¢ z kolumna powinowactwa i we
frakcjach z przemywania powinno brakowac prazka biatka fuzyjnego. W kolejnych frakcjach
zebranych podczas elucji mozna zaobserwowaé czyste biatko. Obraz obserwowaé na
podswietlarce, zrobié¢ zdjecie lub utrwali¢ obraz kamera. Zel umiesci¢ na wilgotnej bibule,

nakry¢ mokrym celofanem. Suszy¢ 1 godzing w 80°C.

1 2 3 4 5 6 7 8

I
il
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Rys. 16.1.

Elektroforeza w 17% zelu poliakryloamidowym z SDS tancucha 1 biatka Feldl,
oczyszczonego na kolumnie powinowactwa (Talon) w warunkach denaturujacych. Tor 1,
kontrolny szczep bakterii (kontrola negatywna); tor 2, klon bakterii (numer 11),
transfekowany konstrukcja genowa zawierajaca gen tancucha 1 biatka Feldl; tor 3, bialtka nie
zwiazane ze ztozem; tory 4-7, oczyszczone frakcje tancucha 1 biatka Feldl; tor 8, marker
wielkosci biatka (8,159; 14,404; 16,949 Da).
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Przyklad 17.

FRAKCJONOWANIE W ZELU POLIAKRYLOAMIDOWYM I DETEKCJA
FLUORESCENCJI FRAGMENTOW DNA ZAWIERAJACYCH POWTORZENIA
MINISATELITARNE

123Stomski R, 'Kowalska K., 'Stomska K., *Jura J . 23 Szalata M.

'Laboratorium Genetyki Molekularnej, Szeherezady 100, 60-195 Poznan,

Katedra Biochemii i Biotechnologii, Akademia Rolnicza im. Augusta Cieszkowskiego,
Wotyniska 35, 60-637 Poznah, e-mail: plomski@au.poznan.pl}

3Zaklad Genetyki Czlowieka PAN, Strzeszynska 32, 60-479 Poznan, “Instytut Biologii
Molekularnej, Uniwersytet Jagiellonski, Al. Mickiewicza 3, 31-120 Krakow,
e-mailfjoljura@mol.uj.edu.pl|

Wprowadzenie

Genomy Eukaryota zawieraja 20-30% sekwencji powtorzonych, ktore warunkuja
polimorfizm DNA. Sekwencje powtdrzone zalicza si¢ do dwodch grup: grupa I obejmuje
sekwencje tworzace duze tandemowe bloki, w ktérych jednostki powtarzajace si¢ wystepuja
kolejno po sobie, natomiast grupa II obejmuje sekwencje tworzace mate tandemowe bloki
zgrupowane lub rozproszone w genomie. Do grupy I sekwencji powtorzonych nalezy
satelitarny DNA, ktory zaobserwowano jako pasmo towarzyszace glownej frakceji
genomowego DNA organizméw eukariotycznych. W 1985 roku Jeffreys donidst
o wystgpowaniu Il grupy polimorficznych sekwencji DNA, ktére w odréznieniu od sekwencji
satelitarnych nazwano sekwencjami minisatelitarnymi. Sekwencje minisatelitarne r6znia si¢
od sekwencji satelitarnych stopniem powtarzalnosci, dlugo$cia jednostki powtorzonej, sa
bardziej rozproszone w genomie chociaz wykazuja tendencje do grupowania si¢ w regionach
telomerowych, szczegodlnie w chromosomach cztowieka. Analiza sekwencji minisatelitarnych
znalazta natychmiastowe zastosowanie w praktyce i pod nazwa DNA fingerprinting jest
obecnie szeroko stosowana w badaniach pokrewienstwa. Funkcja biologiczna
minisatelitarnego DNA nie zostata jeszcze wyjasniona, niemniej sekwencje zlokalizowane sa
w miejscach chromosomoéw, ktére sa odpowiedzialne za tworzenie homologicznych par
chromosomdéw 1 ich ewentualna rekombinacjg¢. Klasyfikacja sekwencji powtorzonych
uwzglednia wielko$¢ jednostki powtdrzonej oraz czgsto$¢ 1 miejsce wystgpowania
w chromosomie. Interesujaca grupg powtorzen stanowia sekwencje mikrosatelitarne, ktore
podobnie jak sekwencje minisatelitarne naleza do grupy Il sekwencji powtérzonych. Wérod
nich na szczeg6lna uwage zastuguja krétkie powtorzenia tandemowe (STR), ktorych badania
sa obecnie najbardziej rozpowszechnione. Do badan sekwencji minisatelitarnych stosuje si¢
analize restrykcyjna i hybrydyzacje¢ z sondami molekularnymi lub amplifikacj¢ metoda PCR.

Material

1 DNA cztowieka wyizolowany z krwi obwodowej, o stgzeniu 50 ng/pl.

2 Startery: DIS80F Cy5-GAA ACT GGC CTC CAA ACA CTG CCC GCC G
D1S80R GTC TTG TTG GAG ATG CAC GTG CCC CTT GC

Standard elektroforetyczny 50-500 pz (Amersham Pharmacia Biotech).

Standardy wewnetrzne 114 1 256 pz (wlasne).

Probowki 200 pl.

Reczniki papierowe dobrej jakosci (migkkie i nie zostawiajacym "ktaczkow")

NN B~ W
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Aparatura

1 Termocykler.

2 Mikrowirowka.

3 Zestaw do elektroforezy ALFExpress.

Odczynniki

1 Polimeraza DNA do PCR (Amersham Pharmacia Biotech).

Trifosforany dezoksynukleotydow do PCR (Amersham Pharmacia Biotech).
Bufor do PCR (Amersham Pharmacia Biotech).

Bufor 10x TBE (1M Tris, 0,83 M kwas borowy, 10 mM EDTA).
Mieszanina ReadyMix Gel do przygotowania zelu poliakryloamidowego.
10% nadsiarczan amonu (APS).

10% SDS.

Bufor obciazajacy (20% glikol etylenowy, 30% formamid, 0,5% btekit dekstranu).
Etanol

10 Bind-silan

11 10% kwas octowy

O 0N L B~ W

Przygotowanie probek do elektroforezy
A. Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR

Stgzenie Ilos¢ Objetos¢ na
Sktadnik wyjsciowe 1 probke ()
DNA 5 ng/ul 25 ng 5
D1S80F-Cy5 50 pm/pl 15 pmoli 0,3
D1S80R 10 pm/pl 15 pmoli 1,5
dNTP 5 mM 7,5 nmoli 1,5
MgCl, 25 mM 30 nmoli 1,2
Bufor 10x Ix 2
Hy0 8,2 ul 8,2
Polimeraza Taq 5 jedn./ul 1 jedn. 0,2
Razem 20

B. Warunki reakcji PCR

Etap Temperatura (°C)  Czas (sek.)
Denaturacja wstgpna 94 420
Denaturacja 94 60
Wiazanie starterow 65 60
Synteza 72 60
Synteza koncowa 72 600
Przechowywanie 4 Do wytaczenia

Liczba cykli 30
Wielkos¢ fragmentow: 115+14+(n-1)16+32 pz, gdzie n - liczba powtorzen

C. 1 pl produktu PCR zmiesza¢ z 1 pl standardu wewnetrznego i 5 Ul buforu obciazajacego.
Denaturowac mieszaning w temp. 95°C przez 3 min. i przenies¢ na 16d.
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Przygotowanie kasety do rozdzialu elektroforetycznego na zestawie ALFExpress
Mycie wstepne plyt do sekwencjonownia

- Usuna¢ stary zel plastykowa topatka.

- Umy¢ ptyte szczoteczka 1 10% SDS.

- Przemy¢ ptyte biezaca woda o temp. nie przekraczajacej 40°C.

- Przemy¢ plytg¢ woda specjalnie oczyszczona (typu MiliQ).

- Osuszy¢ ptyte, umy¢ grzebien i przektadki.

- Oceni¢ wzrokowo umycie, w razie potrzeby powtorzy¢ punkty 2-5.

Mycie specjalne plyt do sekwencjonownia na zestawie ALFExpress

- Umy¢ plyte etanolem 1 wytrze¢ recznikiem papierowym.

- Natozy¢ 100 pl Bind-silanu 2 cm od géry termoptyty i 5 cm od gory ptyty szklanej (2 ml
etanolu, 7,5 ml Bind-silanu, 0,5 ml 10% kwasu octowego).

- Przeciera¢ termoptyte recznikiem 2 cm od gory i ptyte 5 cm od gory szklane;.

- Przemy¢ powierzchnig¢ pokryta Bind-silanem woda specjalnie oczyszczona i osuszy¢
recznikiem.

- Umy¢ plyte etanolem do miejsc pokrytych silanem.

Skladanie kasety

- Ulozy¢ przektadki na termoptycie.

- Nalozy¢ ptyte, naktada¢ najpierw dolna czes$¢ plyty.
- Zatozy¢ zaciski.

- Wiozy¢ grzebien.

- Przesuna¢ grzebien w kierunku lasera.

Przygotowanie zelu
- Przygotowac bufor 10x TBE

Tris 121,14 g
Kwas borowy 51,32 ¢
EDTA(Nay) 3,72 g

Uzupehi¢ specjalnie oczyszczona woda do 1 1, ustali¢ pH na 8,3, przesaczy¢ przez filtr
0,45 pm. Przygotowac¢ 1 ml 10% nadsiarczanu amonu (APS)
- ReadyMix Gel zawiera wszystkie sktadniki dla przygotowania 6% zelu
poliakryloamidowego poza APS. Jedno opakowanie wystarcza dla przygotowania
1 duzego i 1 malego zZelu o grubosci 0,5 mm lub 2 duzych Zeli o grubosci 0,3 mm. Dodaé
do zelu 450 pl APS, doktadnie wymiesza¢ przez 30 sek. W ciagu 5 min. wyla¢ zel do
kasety (w pozycji horyzontalne;j).
- Mozna roéwniez przygotowaé wilasny roztwor akryloamidu/bisakryloamidu w stosunku
19:1 (20%) w wodzie. Odwazy¢ 95 g akryloamidu i 5 g bisakryloamidu i rozpuscic¢
w 500 ml wody. Przesaczy¢ przez filtr 0,45 pm. Przygotowac 6% zel poliakryloamidowy,
w nawiasach podano wartosci dla matej kasety:

- Roztwor akryloamidu/bisakryloamidu 24 ml (12 ml)
Mocznik 336 ¢ (16,8 g)
10x TBE 4,8 ml (2,4 ml)
Woda 80 ml (40 ml)

- Przesaczy¢ mieszaning przez filtr 0,22 pum. Doda¢ 70 (35) ul TEMED 1 280 (140) pl
10% siarczanu amonu. Dobrze wymiesza¢. Wyla¢ zel jak powyzej.
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Wylewanie zelu

Wylewa¢ zel do rowka w dolnej cze$ci kasety, przesuwajac naczynie z zelem wzdtuz
rowka. Usuna¢ ewentualne pgcherze powietrze. Dzigki sitom kapilarnym kaseta wypetni
si¢ zelem dlatego nie trzeba zmienia¢ potozenia kasety podczas wylewania zelu.
Pozostawi¢ kasete na 90 min. do pelnej polimeryzacji Zelu. Polimeryzacja powinna
rozpocza¢ si¢ po 10-15 min.

Przygotowanie do rozdzialu

Doktadnie oczysci¢ tylna $ciang kasety w czg$ci przylegajacej do detektorow.
Umiesci¢ kasete w zestawie ALFExpress, nie zamyka¢ pokrywy.

Przytaczy¢ obieg wody.

Wiaczy¢ zestaw ALFExpress do pradu.

Wilaczy¢ komputer i uruchomi¢ program ALF Manager.

Utworzy¢ nowy dokument, nada¢ nazwe, wybra¢ opcje klony lub tory w notatkach.
Whpisa¢ parametry rozdzialu, 1500 V, 60 mA, 25 W, 55°C, odczyt 2 sek., czas rozdziatu
do 600 min., liczba klonow 10 (lub 40 toréw)

Otworzy¢ kontrole uzytkownika (manual control)

Zamkna¢ pokrywe i otworzy¢ po 10 sek.

Sprawdzi¢ wartos¢ lasera (powinna wynosi¢ 500-800)

Sprawdzi¢ czy w linii detektorow nie wystgpuje fluorescencja, w razie potrzeby podnies¢
lub opuscic¢ plyte. Zwroci¢ uwage na wypoziomowanie kasety.

Wypeki¢ gorne i dolne naczynie buforem o st¢zeniu takim samym jak w zelu.
Odczeka¢ az zel osiagnie temp. 55°C.

Wyjaé grzebien i przeptukaé kieszonki strzykawka.

Natozy¢ probki (5-10 pl). Bufor obcigzajacy nie moze zawiera¢ barwnikow
fluorescencyjnych.

Sprawdzi¢ laser.

Podtaczy¢ elektrody.

Uruchomi¢ zestaw (Start).

Zakonczenie rozdzialu

Zakonczy¢ rozdziatl automatycznie lub komenda Stop.
Przeprowadzi¢ analizg wynikow.

Otworzy¢ pokrywe aparatu.

Odtaczy¢ elektrody.

Wyja¢ kasete.

Wyla¢ bufor.

Otworzy¢ kasete.

Umy¢ plyty.

Ocena wynikow sekwencjonowania DNA

Wyswietli¢ sekwencje.
Wydrukowa¢ sekwencjg.
Zakonczy¢ prac¢ w programie ALF Manager.

Ocena wynikow rozdzialu fragmentéw DNA

Uruchomi¢ program Fragment Manager.
Zaznaczy¢ prazki.
Zaznaczy¢ markery.
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- Oceni¢ wielkos$¢ prazkow.

- Zgrupowac prazki.

- Wydrukowa¢ wyniki.

- Zapisa¢ wyniki.

- Zakonczy¢ pracg w programie Fragment Manager.

Oczekiwane wyniki

Polimorficzne fragmenty DNA zawierajace powtorzenia minisatelitarne, rozdzielone na
zestawie ALFExpress przedstawiono na rysunku 17.1 1 17.2. Poszczegdlne fragmenty roznia
si¢ migdzy soba o 14-16 pz. Do uzyskania prawidtowego wyniku wystarcza zastosowanie
matej kasety. Poniewaz marker D1S80 wykazuje duzy polimorfizm, przedstawione badanie
moze by¢ zastosowane w poradnictwie genetycznym, medycynie sadowej 1 kryminalistyce.

Rys. 17.1

Locus DIS80 cztowieka
amplifikowano  metoda ~ PCR
z zastosowaniem startera
znakowanego Cy-5. Produkty PCR
rozdzielano w  zelu  poli-
akryloamidowym na  zestawie
ALFExpress. Rycina przedstawia
widok  calej plyty elektro-
foretycznej, na ktora nalozono 40
probek. Zastosowano standardy
wewnetrzne o wielkosci 113 1 268
pz (na wszystkich torach) oraz
standard zewnetrzny 50-500 pz (tor
37). Kontrole reakcji — tor 1, 2, 38,
391 40.

W najblizszej przyszioSci oczekiwaé mozna dalszego rozszerzenia diagnostyki
molekularnej. Autorzy zakladaja, ze postep obejmowat bedzie zaréwno dobor materiatu
badawczego jak i zwigkszenie czuto$ci metod oraz automatyzacj¢ procedur analitycznych.
W etapie wstepnym przygotowania materiatu do badan wystgpuje na pewno opdznienie
metodyczne i sprzgtowe w stosunku do samej strategii badan DNA, ktéra umozliwia
wykrycie zmian pojedynczych nukleotydow. Etap przygotowania DNA do badan jest jednak
najwazniejszy, gdyz rzutuje na wykonywane analizy. Dla przykladu obecnos$¢ inhibitorow
enzymoéw w preparatach DNA uniemozliwia badanie DNA lub powoduje powstanie
artefaktow. Jest to szczegoOlnie niebezpieczne przy stosowaniu badan opartych wylacznie
o enzymatyczna amplifikacje¢ DNA in vitro. Moze dochodzi¢ tu do wybiorczej amplifikacji
niektorych alleli z pominigciem innych. Z kolei postgp w samych badaniach DNA jest
ogromny 1 mozliwe jest badanie bardzo matych ilosci DNA, nawet z pojedynczych komorek.
W  przypadkach materialu przeznaczonego do badan medyczno-sadowych czgstym
zjawiskiem jest zdegradowanie DNA. Badania DNA moga da¢ wtedy wynik falszywie
negatywny, dlatego wszelkie badania DNA poprzez jego amplifikacj¢ powinny przebiegac
w obecnosci kontroli do§wiadczenia. Zwigkszenie czuto$ci metod obejmowac begdzie coraz
szersze wprowadzanie znacznikow fluorescencyjnych do detekcji DNA, co w przysziosci
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zaowocowa¢ ma zautomatyzowaniem badania

elektroforetycznego i detekcji wyniku.

Rys. 17.2

Locus DI1S80 cztowieka amplifikowano
metoda PCR =z zastosowaniem startera
znakowanego  Cy-5.  Produkty = PCR
rozdzielano w zelu poliakryloamidowym na
zestawie ALFExpress. Allele identyfikowano
na podstawie porownania wielkosci 1 drabiny
alleli. Tor 5, allel 24-24; tor 11, allele 18-24;
tor 18, allele 16-29 (bardzo rzadkie); tor 29,
allele 23-24; tor 37, standard zewngtrzny 50-
500 pz. Na kazdym torze widoczny jest
standard wewngtrzny o wielkosci 268 pz.
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Przyklad 18.

BEZPOSREDNIE SEKWENCJONOWANIE PRODUKTU PCR Z ZASTOSOWANIEM
STARTEROW ZNAKOWANYCH INDODIKARBOCYJANINO (CY5) FOSFOROAMIDEM

'Plawski A., "“Lipinski D., 'Kala M., "*Stomski R.

'Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, Strzeszynska 32, 60-479 Poznaf, e-mail:
andp@man.poznan.pl|

“Katedra Biochemii i Biotechnologii Akademia Rolnicza im. Augusta Cieszkowskiego,
Wotynska 35, 60-637 Poznan

Wprowadzenie

Predyspozycje do wystgpowania choréb nowotworowych dziedziczone sa jako
mutacje w ukladzie heterozygotycznym w genach supresorowych nowotwordéw. Wszystkie
komorki organizmu charakteryzuja si¢ wystgpowaniem mutacji jesli mutacja zostata
odziedziczona od jednego z rodzicow lub powstata w linii plciowej jednego z nich. Mutacja
moze wystapi¢ takze w czasie rozwoju organizmu i dochodzi wtedy do mozaikowosci.
Opracowano szereg metod wstepnego poszukiwania mutacji, ktére pozwalaja na zawezenie
badania tylko do fragmentu DNA, w ktérym zaobserwowano zmiany. Ostateczne
potwierdzenie stanowi sekwencjonowanie DNA, poniewaz pozwala oceni¢ czy wykryta
zmiana sekwencji nukleotydow w DNA ma wplyw na sekwencj¢ aminokwasow w biatku.
Bezposrednie sekwencjonowanie produktu PCR pomija pracochtonne procedury klonowania
1 jest metoda niezwykle uzyteczna w diagnostyce molekularnej, poniewaz umozliwia szybkie
1 tatwe sprawdzenie prawidtowosci badanej sekwencji lub wykrycie mutacji. Mutacje u oséb
obciazonych rodzinna polipowato$cia jelita grubego (FAP), tak jak w innych zespotach
podatnosci na  wystgpowanie chorob nowotworowych, wystgpuja w  ukladzie
heterozygotycznym, stad okre§lenie rodzaju mutacji wymaga duzego dos$wiadczenia.
Sekwencjonowanie przeprowadza si¢ klasyczna metoda dideoksy Sangera. Zastosowanie
zestawu do automatycznego sekwencjonowania z detekcja fluorescencji produktéw reakcji
znacznie ulatwia przeprowadzenie badania i1 podnosi jako$¢ uzyskiwanych wynikow.
Ograniczona zostaje praca z izotopami. Dzigki zastosowaniu startera znakowanego
indodikarbocyjanino (Cy5) fosforoamidem kazdy produkt PCR jest tatwy do detekc;ji.
Mozliwe jest rowniez odczytanie sekwencji dtuzszych fragmentéw DNA, a uzyskane wyniki
mozna podda¢ obrobce w innych specjalistycznych programach. Odczyt sekwencji
w zestawie do automatycznego sekwencjonowania polega na detekcji przez fotokomorki
swiatta o dhlugosci 667 nm emitowanego przez starter reakcji. Fluorescencja nastepuje
w wyniku wzbudzenia fluorochromu $wiattem lasera o dlugosci 643 nm, przechodzacego
przez zel na wysokosci detektorow. Emitowane przez wzbudzone barwniki $wiatlo jest
rejestrowane przez detektory.

Material

1 DNA wyizolowany z krwi obwodowej

2 Startery
APC Cy515EF AGTCTTAAATATTCAGATGAGCAG
APC 15ER GTTTCTCTTCATTATATTTTATGCTA

a. Kolumienki Wizard (Promega)
b. Probowki 200 pl
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Apartura
1 Termocykler
2 Zestaw do elektroforezy ALFExpress

Odczynniki

Polimeraza Taq

Trifosforany deoksynukleotydow (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Bufor do PCR

Zestaw do sekwencjonowania (USB 78500)

Bufor 10x TBE

Ready mix Gel ALF Grade

Bufor obciazajacy (formamid, 0,5% bigkit dekstranu)
10% nadsiarczan amonu

TEMED

10 Etanol

11 10% SDS

O 0 1N DN B W —

Przygotowanie préb do sekwencjonowania
A. Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR

Sktadnik Stezenie Ilos¢ Objetos¢ dla 1
wyjsciowe probki ()
DNA 0,1 ug/pl 100 ng 1
Starter Cy515EF 50 pmoli/ul 10 pmoli 0,2
Starter I15ER 50 pmoli/pl 10 pmoli 0,2
dNTP 5 mM 5 nmoli 1,0
Bufor 10x 2,5 ul 2,5
H,0 19,6 pl 19,6
Polimeraza Taq 2 jedn./ul 1,0 jedn. 0,5
Razem 25

B. Warunki reakcji PCR

Etap Temperatura (°C)  Czas (sek.)
Denaturacja wstgpna 94 300
Denaturacja 94 60
Wiazanie starterow 55 60
Synteza 72 90
Synteza koncowa 72 600
Przechowywanie 4 Do wytaczenia

Liczba cykli 35

Wielko$¢ fragmentu: 385 pz

Oczyszczanie produktu PCR

Przed reakcja sekwencjonowania produkt PCR nalezy oczysci¢ z nie wbudowanych
trifosforanow deoksynukleotydow i starterow. Oczyszczanie przeprowadza si¢ na kolumnach
Wizard (Promega) lub przy pomocy egzonukleazy I i alkalicznej fosfatazy.
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Sekwencjonowanie

Reakcje sekwencjonowania przeprowadzi¢ w czterech probéwkach. Stosowane sa startery
znakowane indodikarbocyjanino (Cy5) fosforoamidem.

- Przygotowac 4 probéwki oznaczone A, C, G, T .

- Rozpipetowa¢ do oznaczonych probowek po 4 Ul odpowiednich mieszanin terminujacych
ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP.

W oddzielnej probéwce zmieszaé

Oczyszczony produkt PCR Sul
Bufor reakcyjny 2 ul
Starter Cy5 APC 15G F (10pM/pl) 0,5 pl
Polimeraza do sekwencjonowania 2 ul
Razem 17,5 pl

- Rozpipetowaé do probowek zawierajacych mieszaniny terminujace po 4pll mieszaniny
z punktu 3 1 delikatnie wymieszac.

- Umiesci¢ probki w termocyklerze.

- Przeprowadzi¢ reakcje PCR w temperaturze wiazania starterow jak w rekcji PCR,
w ktorej uzyskano produkt do sekwencjonowania.

Etap Temperatura (°C)  Czas (sek.)
Denaturacja wstgpna 94 60
Denaturacja 94 30
Wiazanie starterow 55 30
Synteza 72 60
Synteza koncowa 72 300
Przechowywanie 4 Do wytaczenia

Liczba cykli 25

- Po reakcji sekwencjonowania doda¢ 4 pl buforu stop i denaturowaé 5 min. w temp. 75°C

Przygotowanie kasety do rozdzialu elektroforetycznego na zestawie ALFExpress
opisano w przykladzie 17.

- Whpisac parametry rozdziatu w menu, 1500 V, 60 mA, 25 W, 30°C, odczyt co 2 sek., czas
rozdziatu 600 min. W przypadku uzycia zapisanego pliku ,,casebook” wcisna¢ przycisk
»preset” w gornym menu okna programu.

- Przed nalozeniem probek zaleca si¢ przeprowadzenie preelektroforezy przez 15 min.
Nalezy zatrzymac¢ instrument przyciskiem ,,pause” w gornym menu okna dialogowego.
Natozy¢ probki na zel sekwencyjny w kolejnosci A, C, G i T na $ciezkach dla poszczegdlnych
klonow.

- Po natozeniu probek kontynuowacé rozdziat.

- Porozpoczeciu rozdziatu w menu ,,casebook’ wpisa¢ nazwy probek w poszczegdlnych
torach. Beda one zachowane tylko w pliku wynikowym.

Ocena wynikow
Rozdziat analizowac programem ALFWin Sequence Analyser

Oczekiwane wyniki

Rodzinna polipowato$¢ jelita grubego (FAP) jest choroba autosomalna dominujaca
o czestosci wystepowania 1/8000. Predyspozycja do wystapienia choroby nowotworowe;j
zwigzana jest z mutacjami genu supresorowego APC, zlokalizowanego na chromosomie

114



5g21. Wielkos¢ sekwencji kodujacej wynosi 8538 pz, a produktu biatkowego 300 K. Mutacje
wykazuja heterogenny charakter, stad dla badan rutynowych wazne jest opracowywanie
metod przesiewowych wyszukiwania mutacji. W przypadkach chorob uwarunkowanych
mutacjami dziedzicznymi, w ukladzie heterozygotycznym wystepuja dwa allele genu, allel
zmutowany 1 prawidlowy. Allele te nie sa jednakowe 1 dlatego moga wystapi¢ roznice
w sekwencji (w przypadku substytucji) lub dlugosci (w przypadku delecji lub insercji).
Sekwencjonowanie produktow PCR jest metoda pozwalajaca na szybkie i nisko naktadowe
badanie DNA, jednak w przypadkach, gdy badany fragment zawiera mutacje w ukladzie
heterozygotycznym lub zawiera powtarzajacy si¢ motyw moze wystapi¢ koniecznosé
klonowania fragmentow i1 sekwencjonowania kilku klonow.

160 165 170 175 180 185 Bases
ATCTGGACAAAGCAGTAAAACCGAACATATGT

160 165 170 175 180 185 Bases
ATCTGGACAAAGCAGTAAAACC GAACATATGTC
GCAGTAAAACCGAACATATGTCT

Rys. 18.1.

Produkt PCR fragmentu E eksonu 15 genu APC poddano bezposredniemu sekwencjonowaniu
z zastosowaniem startera znakowanego indodikarbocyjanino-(Cy5)-fosforoamidem. Wykryto
wystgpowanie delecji A w kodonie 1205. A, sekwencja prawidtowa; B, sekwencja DNA
chorego na rodzinng polipowato$¢ jelita grubego (FAP) z delecja.
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Przyklad 19.

ANALIZA SEKWENCJI DNA METODA IZOTERMICZNA KLONOW
WYSELEKCJONOWANYCH Z BIBLIOTEKI CDNA LUBINU ZOLTEGO

"Nuc K., 2Stomski R.

'Katedra Biochemii i Biotechnologii, Akademia Rolnicza im. Augusta Cieszkowskiego,
Wotyniska 35, 60-637 Poznan, e-mail: ktnuc@owl.au.poznan.pl)
*Zaklad Genetyki Cztowicka PAN, Strzeszyfska 32, 60-479 Poznan

Wprowadzenie

Poznawanie sekwencji DNA, wyselekcjonowanych z biblioteki klonéw jest waznym
etapem prowadzonych badan. Aby analizowa¢ cDNA w aspekcie wystgpowania ramek
odczytu istotne jest, aby dane sekwencyjne byly jednoznaczne. Od czasu opracowania w 1977
r. przez F. Sangera i A Coulsona metody enzymatycznego sekwencjonowania DNA (tzw.
»dideoksy”), wprowadzono wiele ulepszen, zwlaszcza wykorzystywanych w reakcji
enzymow. Obecnie najczescie] wykorzystywane sa polimeraza DNA T7 (najnowsza wersja to
Sequenase V. 2.0 - Amersham Pharmacia Biotech) oraz polimeraza Taq (najnowsza wersja to
Thermo sequenase - Amersham Pharmacia Biotech). Obie polimerazy roznia sig
charakterystyka warunkow reakcji oraz pewnymi wlasciwosciami:

Polimeraza DNA T7 Polimeraza Taq
Sequenase V. 2.0 Thermo sequenase

Optimum temperaturowe 37°C 72°C
Wydajnos¢ inkorporacji 33 0,7
dNTP/ddNTP
Szybkos$¢ wbudowywania 300 nt/sek. 100 nt/sek.
nukleotydow
Dyskryminacja nukleotydow Brak dla 7-deaza-dGTP
Sekwencjonowanie Izotermiczne [zotermiczne

Reakcja jednostronna PCR

W opisanych ponizej badaniach wykorzystywano w zaleznosci od potrzeb obydwie
polimerazy stosujac odpowiednie protokoty do przygotowywania reakcji. Produkty reakcji
sekwencjonowania rozdzielano na zestawie do automatycznego odczytu sekwencji
ALFExpress z zastosowaniem zestawoéw odczynnikdw do sekwencjonowania Thermo
Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit (metoda opisana w rozdziale
»Analiza sekwencji DNA biblioteki chromosomu 5 grochu) oraz Sequenase V. 2.0 DNA
Sequencing Kkit. Ponizej przedstawiono protokét sekwencjonowania DNA  metoda
izotermiczna.

Materialy
1 Biblioteka ekspresyjna cDNA tubinu z6itego zatozona w wektorze Lambda ZAP I1.
2 Wyselekcjonowane i oczyszczone klony.
3 Startery
pUC/M13-F Cy5-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
pUC/M13-R Cy5-TCACACAGGAAACAGCTATGAC
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Aparatura
1 Zestaw do elektroforezy i automatycznego odczytu sekwencji ALF Express I1.

Odczynniki

1 Zestaw do sekwencjonowania Sequenase V. 2.0 DNA Sequencing.

2 Roztwory akryloamidu (40%), metylenobisakryloamidu (2%), APS (10%), TEMED
3 Mocznik

4 Bufor do elektroforezy 10x TBE: 1 mol/l Tris, 0,83 mol/l kwas borowy, 10 mmol/l

EDTA.
Roztwor denaturujacy Dseq (1 M NaOH, 1 mM EDTA).

Minikolumna wiréwkowa Sepharose CL 6B zawieszona w 10 mM Tris-HCI, 0,1 mM
EDTA, pH 8,0.

AN DN

Przygotowanie matrycy do sekwencjonowania

- Do 3 pg plazmidowego DNA, zawieszonego w 15 ul dejonizowanej wody dodac 5 pl
roztworu Dseq 1 inkubow¢ okoto 15 min. w temp. 37°C.

- Preparat nanie$¢ na minikolumng wirowkowa 1 wirowa¢ 4 min., 200xg. Eluat
wykorzysta¢ w dalszych etapach.

- Przylaczanie startera

Eluat 13 ul
Starter 2ul
5x bufor do sekwencjonowania Sul

- Mieszaning inkubowa¢ w temp. 65°C przez 10 min. a nastgpnie powoli schtadza¢ do
temp. pokojowe;j.

Uwaga

1 Matryca DNA stosowana do reakcji sekwencjonowania powinna by¢ bardzo dobrze
oczyszczona od RNA.

Przygotowanie reakcji sekwencjonowania
- Sktad mieszaniny do sekwencjonowania

Matryca ze starterem 20 ul
Labeling Mix 2 ul
Sequenase V. 2.0 (2,5 jedn./ ul) 1,6 ul

Mieszaning inkubowac¢ 5 min., w temp. 37°C.

Przenies¢ po 6 ul powyzszej mieszaniny do probowek oznaczonych: A, C, Gi T,
zawierajacych 1 pl mieszaniny nukleotydéw (80 uM kazdego dANTP, 50 mM NacCl i po

8 uM jednego dANTP, w probowce A - ddATP). Mieszaning inkubowa¢ 5 min. w temp.
37°C.

Zatrzyma¢ synteze tancuchow DNA dodajac 4 pl roztworu STOP (fuksyna, 95%
formamid).

Produkty denaturowac 2-5 min. w temp. 90°C. Nanie$¢ 5 pl kazdej proby do kieszonek
w 6% denaturujacym zelu poliakryloamidowym, rozgrzanym do temperatury wyzszej niz
55°C. Elektroforeze prowadzi¢ przy napigciu 1800-2000 V, w buforze 0,6x TBE.
Przygotowanie kasety do rozdziatu elektroforetycznego, zelu poliakryloamidowego oraz
warunki rozdziatu opisano w rozdziale ,,Analiza sekwencji DNA biblioteki chromosomu
5 grochu”.
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Uwaga

2 Znacznik fluorescencyjny Cy5 ulega degradacji na swietle.

3 Przy stosowaniu zestawu do elektroforezy i automatycznego odczytu sekwencji
ALFEXxpress || nalezy pamietac, aby bufor STOP zawierat barwnik nie migrujqcy
podczas rozdziatu elektroforetycznego, co mogtoby zaktoci¢ odczyt, do takich nalezq
Sfuksyna lub blekit dekstranu.

Oczekiwane wyniki

Automatyczny odczyt sekwencji DNA z zastosowaniem zestawu typu ALFexpress
polega na fluorometrycznej detekcji $wiatla emitowanego przez flourochrom Cy5, pod
wpltywem wiazki $wiatta laserowego o dlugosci 643 nm. Wiazka lasera przechodzi przez
szklang przektadkg i zel poliakryloamidowy wzbudzajac Cy5 do emisji §wiatla o dlugosci fali
667 nm. Dzigki automatycznemu odczytu wynikéw reakcji sekwencjonowania, unika si¢
z radioizotopodw (bezpieczniejsza praca, trwaly znacznik, szybsza detekcja), dlugiej
1 ktopotliwej obrobki zeli poliakryloamidowych oraz ich autoradiografii. Ponadto, odczytuje
si¢ dtuzsze sekwencje, a uzyskane wyniki pozbawione btgdow wynikajacych z rg¢cznego
odczytu mozna bezposrednio eksportowac do specjalistycznych programoéw komputerowych
celem ich skladania, poréwnywania i dalszej analizy.
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Rys. 19.1

Wynik sekwencjonowania klonu 3, wyselekcjonowanego z biblioteki cDNA tubinu z6ttego.
Reakcja zostata przeprowadzono z udzialem startera pUC/M13-f, w przypadku A) za pomoca
polimerazy Taq poprzez reakcj¢ PCR, natomiast w przypadku B) za pomoca polimerazy
DNA Sequenase V. 2.0, metoda izotermiczna. Przedstawione fragmenty fluorograméw
ilustruja rejon sekwencji budzacy watpliwosci, ktore zostaly rozwigzane stosujac zamiennie
obie metody sekwencjonowania. Porownujac oba wyniki wykazano nastgpujaca sekwencje:
CAG GTT TGC ATG GCT GGG CTT TTA CTC TGA CAA.

Na rysunku 19.1 A i1 B przedstawiono przykladowe rezultaty uzyskane w wyniku
sekwencjonowania jednej matrycy DNA - klon 3, metoda izotermiczna (A) oraz poprzez PCR
(B). Na fluorogramie przedstawiono rejon budzacy watpliwosci, ktory udato si¢ rozwiazaé
stosujac zamiennie obie metody sekwencjonowania. Komputerowa analiz¢ wykonano za
pomoca programu ALFWin Sequence Analyser.
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Przyklad 20.

WYKRYWANIE MUTACJI PUNKTOWYCH W GENIE SUPRESOROWYM APC
CZLOWIEKA METODA HETERODUPLEKSOW

'Plawski A, '“Lipinski D, '*Stomski R

'Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, Strzeszynska 32, 60-479 Poznaf, e-mail:
andp@man.poznan.pl|

“Katedra Biochemii i Biotechnologii Akademia Rolnicza im. Augusta Cieszkowskiego,
Wotynska 35, 60-637 Poznan

Wprowadzenie

Wspotczesna diagnostyka chordb dziedzicznych opiera si¢ na badaniach
molekularnych DNA, co pozwala na jednoznaczne okreslenie osob z grupy ryzyka, ktore sa
zagrozone wystapieniem choroby genetycznej. Jedna z takich chordb jest rodzinna
polipowato$¢ jelita grubego (FAP). Jest to choroba dziedziczona w sposob autosomalny
dominujacy o czestosci wystgpowania 1/8000. Predyspozycja do wystapienia choroby
nowotworowej zwiazana jest z mutacjami w genie supresorowym APC zlokalizowanym na
chromosomie 5q21. Charakterystyczne dla przebiegu choroby jest wystgpowanie
w 2 dekadzie zycia licznych polipéw w jelicie grubym, ktore moga rozwijac¢ si¢ w kierunku
nowotworu ztosliwego. W zwiazku z tym wazne jest okreslenie w grupie ryzyka oséb
obciazonych nosicielstwem mutacji i otoczenie ich odpowiednia opieka medyczna, a takze
uwolnienie od nieuzasadnionego stresu 0sob nie obcigzonych nosicielstwem. Mutacje w genie
APC wykazuja heterogenny charakter, stad dla badan rutynowych wazne jest opracowywanie
metod przesiewowych wyszukiwania mutacji. Bardzo skuteczna metoda przesiewowa jest
metoda analizy heterodupleksoéw, ktora moze by¢ zastosowana zaréwno do produktow PCR
o wielkosci ponizej 200 pz jak i powyzej 400 pz. W przypadku FAP, tak jak w innych
chorobach uwarunkowanych mutacjami dziedzicznymi, w ukfadzie heterozygotycznym
wystepuja dwa allele genu: allel zmutowany i1 prawidtowy. Allele te nie sa jednakowe
i dlatego moga wystapi¢ roznice w sekwencji (w przypadku substytucji) lub diugosci
(w przypadku delecji lub insercji). Amplifikacja fragmentu obejmujacego mutacje prowadzi
do uzyskania dwoch typow fragmentow DNA, rézniacych si¢ sekwencja w miejscu mutacji.
Po denaturacji i powolnym schtadzaniu produktéw PCR poszczeg6dlne nici DNA hybrydyzuja
losowo i dochodzi do hybrydyzacji nici komplementarnych zmutowanych i nie zmutowanych,
jak rowniez do hybrydyzacji nici nie w petni komplementarnych. Hybrydyzacja nie w pehi
komplementarnych nici prowadzi do powstania dupleksu. Na nie sparowanym odcinku nici
DNA wytwarzaja si¢ struktury przybierajace postaé ,,pecherzyka”, zgigcia nici DNA lub
wybrzuszenia. Mutacje typu substytucji powoduja powstanie obustronnego wybrzuszenia,
a insercje lub delecje powoduja powstawanie jednostronnego wybrzuszenia lub ugigcia nici
DNA. Najwigksza zmiang szybko$ci migracji obserwuje si¢ podczas ugigcia nici DNA,
a wytworzenie wybrzuszenia w wyniku zmiany konformacji wymuszonej stezeniem
czynnikow denaturujacych obniza zmiang szybkosci migracji wzglgdem homodupleksow.
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Material

1 DNA wyizolowany z krwi obwodowe;.

2 Startery
APC 15GF AAGAAACAATACAGACTTATTGTG
APC I5GR  ATGAGTGGGGTCTCCTGAAC.

3 Probowki 200 pl.

Aparatura
1 Termocykler.
2 Zestaw do elektroforezy ALFExpress II .

Odczynniki

1 Polimeraza Taq.

Trifosforany deoksynukleotydow (dATP, dCTP, dGTP, dTTP).
Bufor do PCR.

Bufor 5x TTE (89 mM Tris, 15 mM tauryna, 0,5 mM EDTA ).
Akryloamid 40%.

Bisakryloamid 2%.

Formamid.

Glikol polietylenowy.

Bufor obciazajacy (20% glikol etylenowy, 30% formamid, 0,5% bigkit dekstranu).
10 10% nadsiarczan amonu.

11 TEMED.

12 Etanol.

13 10% SDS.

O 0N L B~ W

Przygotowanie probek do elektroforezy

A. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji PCR

Sktadnik Stezenie Ilos¢ Objetos¢ dla 1
wyjsciowe probki (pl)
DNA 0,1 pg/ul 100 ng 1
Starter 15GF 50 pmoli/pl 10 pmoli 0,2
Starter 15GR 50 pmoli/pl 10 pmoli 0,2
DNTP 5 mM 5 nmoli 1,0
Bufor 10x 2,5 ul 2,5
H>0 19,6 pl 19,6
Polimeraza Taq 2 jedn./ul 1,0 jedn. 0,5
Razem 25
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B. Warunki reakcji PCR

Etap Temperatura (°C)  Czas (sek.)
Denaturacja wstgpna 94 300
Denaturacja 94 60
Wiazanie starterow 55 60
Synteza 72 90
Synteza koncowa 72 600
Przechowywanie 4 Do wytaczenia

Liczba cykli 35

Wielkos¢ fragmentu: 385 pz

C. Inkubacja produktéw PCR - tworzenie heterodupleksow

- 4 pl produktu PCR zmiesza¢ z 4 gl buforu obciazajacego, denaturowac przez 5 min.

w 95°C, a nastgpnie inkubowa¢ przez 60 min. w 65°C.

Przygotowanie kasety do rozdzialu elektroforetycznego na zestawie ALFExpress
opisano w przykladzie 17.

- Przygotowanie zelu

40% akryloamid 15 ml
2% bisakryloamid 10 ml
glikol polietylenowy 10 ml
formamid l4¢g
5x TTE 20 ml
TEMED 100 pl
10% APS 1 ml
H,O do 100 ml

TEMED 1 APS doda¢ bezposrednio przed wylaniem zelu

- Po potaczeniu si¢ komputera z sekwenatorem wybra¢ plik ,,casebook™ z zachowanymi
warunkami rozdziatu lub utworzy¢ nowy wybierajac analiz¢ fragmentow (Fragment
Analyser).

- Wpisa¢ parametry rozdziatu 1500 V, 60 mA, 25 W, 30°C, odczyt co 2 sek., czas rozdziatu
600 min. w menu ALFExpressIl. W przypadku uzycia zapisanego pliku typu ,,casebook”
wcisnaé przycisk preset w géornym menu okna programu.

- Napehi¢ dolne naczynie buforem 1x TTE, gorne 0,25 x TTE

Ocena wynikow
Rozdziat analizowa¢ programem Fragment Analyser.

Oczekiwane wyniki

Mutacje wystepujace w ukladzie heterozygotycznym mozna wykry¢ metodami
przesiewowymi. W analizie heterodupleksow wazne jest, aby doszto do utworzenia
dupleksow, a nastgpnie aby byly dobrze uwidocznione po rozdziale elektroforetycznym.
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Na skuteczno$¢ wykrywania zmian wplywa rodzaj mutacji, jak rowniez potozenie mutacji
wzgledem konca produktu. Delecje lub insercje powyzej trzech nukleotydow najczegsciej
powoduja powstawanie stabilnych heterodupleksow, ktére mozna obserwowaé podczas
rozdzialu na dowolnym zelu poliakryloamidowym. W przypadku zmian jednej pary zasad
duzy wplyw na uzyskanie informatywnych wynikéw ma odpowiednie dobranie warunkow
elektroforezy.
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Rys. 20.1

Analiza heterodupleksow we fragmentach G eksonu 15 genu APC w 10% zZelu
poliakryloamidowym. Tory 1-7 (niebieskie), fragmenty nie wykazujace zmian, nie obserwuje
si¢ heterodupleksow; tor 8, widoczne sa dodatkowe wierzchotki heterodupleksow,
wynikajacych z delecji 5 pz (AAAGA) w pozycji 1309-1313.
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Rys. 20.2

Diagnostyka molekularna dla rodziny 9028. Analizie poddano DNA osoby chorej oraz 5 oséb
spokrewnionych z chorym. Dodatkowe konformery (oznaczone strzatka) wystepuja
u chorego, a takze u jednej osoby z grupy ryzyka. Wynik analizowano przy pomocy programu
ALFWin Fragment Analyser.
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