CWICZENIE I,

ELEKTROFOREZA W ZELU POLIAKRYLAMIDOWYM

(ANG. POLYACRYLAMIDE GEL ELECTROPHORESIS - PAGE)

PRZYGOTOWANIE ZELU POLIAKRYLAMIDOWEGO DO ELEKTROFOREZY
BIALEK W WARUNKACH DENATURUJACYCH (SDS-PAGE)

Zele poliakrylamidowe do elektroforezy wytwarza sie poprzez wolnorodnikowa
polimeryzacje monomeréw akryl amidowych, ktorych dlugie tancuchy sa 1laczone
kowalencyjnie w wyniku dziatania czynnika sieciujacego N,N'-metyleno-bis-akrylamidu.
Gestos¢ zelu zalezy od catkowitego stgzenia obu sktadnikow, natomiast stopien usieciowania
zalezy od stgzenia bis-akrylamidu. Reakcja polimeryzacji jest inicjowana przez wolne rodniki
dostarczone przez nadsiarczan amonu 1 katalizowana przez N,N,N’,N’-czterometylo-
etylenodwuaming (TEMED). Reakcja trwa okoto 10-20 min, lecz czas ten moze roznic si¢ w
zalezno$ci od stezen nadsiarczanu amonu i TEMEDu.

Polimeryzacja zachodzi bez dostepu tlenu, ktory jest inhibitorem tej reakcji. Mozliwa

jest takze fotopolimeryzacja, czynnikiem inicjujacym reakcj¢ polimeryzacji jest wowczas UV.
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RyS. 1 Chemiczne struktury zwigzkéw stosowanych do przygotowania zeli poliakrylamidowych.
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Rys.2 Polimeryzacja bez udziatu bisakrylamidu.
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Rys. 3 Polimeryzacja z udziatem bisakrylamidu.
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Wielkos¢ por w zelu poliakrylamidowym zalezy od procentowej zawarto$ci
akrylamidow. Zwigkszenie procentowosci zelu prowadzi do zmniejszenia wielkosci porow.
Jesli chcemy rozdzieli¢ fragmenty charakteryzujace si¢ szerokim zakresem wielkos$ci, mozna
zastosowa¢ zel gradientowy. W takim zelu wielko$¢ poréw jest wieksza u gory (przy
studzienkach), zmniejszajgc si¢ gradientowo w kierunku do dotu zelu.

Elektroforeze biatek w zZelu poliakrylamidowym zazwyczaj prowadzi si¢ w wersji
dwuwarstwowej (gorna, stosunkowo waska warstwa — zel zageszczajacy 1 dolana, szersza
warstwa — zel rozwijajacy). Obie warstwy roznig si¢ stezeniem akrylamidu, sitg jonowsa
buforu i jego pH.

Uwaga: Akrylamidy niespolimeryzowane sa neurotoksyczne, efekt toksyczny ma
charakter kumulatywny, tzn. objawy patologiczne moga wystapi¢ po wielu latach niewielkiej,

ale systematycznej ekspozycji, nalezy wiec unika¢ kontaktu ze skorg i btonami §luzowymi!!!

CZESC EKSPERYMENTALNA

CzESC I.

PRZYGOTOWANIE ZELU POLIAKRYLAMIDOWYM DO ELEKTROFOREZY BIALEK W

WARUNKACH DENATURUJACYCH (SDS-PAGE)

Materiaty

e Plytka szklana wewnetrzna o wymiarach
e Plytka szklana z przektadkami (spacer’ami) i gt
e Ramka do plytek

e Uszczelka sylikonowa so statywu
e Statyw

e Grzebien teflonowy

e Zlewki do przygotowania zeli

Odczynniki chemiczne:



Roztwor akrylamid : N, N-metyleno-bisakrylamid (37,5:1)

Woda 2x dejonizowana

10% roztwor SDS (dodecylo siarczan sodu)

10% roztwor APS (nadsiarczan amonu)

1.5 M bufor Tris-HCI (pH 8.8)

0,5 M bufor Tris-HCI (pH 6.8)

TEMED - N, N, N’, N’- tetrametyloetylenodiamina

Wymagane Srodki ostroznosci

v
v
v

W trakcie wykonywania ¢wiczenia student powinien nosi¢ odziez ochronna.
Roztwordw nie nalezy wdychac i pipetowac ustami.

Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z dyrektywami UE 67/548/EWG lub
1999/45/WE):

Akryloamid - T Produkt toksyczny R25, R48/23/24/25, R45, R46, R62; Xn Produkt
szkodliwy R20/21; Xi Produkt draznigcy R36/38, R43

Nadsiarczan amonu - O Produkt utleniajacy R 8; Xn Produkt szkodliwy R22; Xi
Produkt draznigcy R36/37/38, R42/43

TEMED - F Produkt wysoce tatwopalny R11; C Produkt zracy R34; Xn Produkt
szkodliwy R20/22

Pierwsza pomoc:

- w razie kontaktu ze skorg: sptuka¢ duzg iloscig wody.

- w razie kontaktu z oczami: przepluka¢ duzg iloscig wody, przy szeroko otwartej
powiece.

- jezeli osoba poszkodowana oddycha, przenie$¢ na §wieze powietrze. Jezeli osoba
poszkodowana nie oddycha, zastosowaé sztuczne oddychanie. Zasiggnaé porady
medycznej.

- w przypadku wystapienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem.

- w razie spozycia: przeptukac¢ usta woda.

Doktadne instrukcje postgpowania sg zawarte w dotgczonych kartach charakterystyk
substancji.

Przygotowanie zelu poliakrylamidowego SDS-PAGE - Wykonanie



1. Starannie umy¢ szybki detergentem (plyn do mycia naczyn, roztwér SDS), osuszy¢
czystym recznikiem papierowym i przetrze¢ wewngtrzne powierzchnie Szybek
etanolem lub denaturatem.

2. Ustaw ptytke z krawedziami zgodnie z oznaczeniem ,,up” i widz zlozone ze sobg
ptytki do ramki do wylewania zelu, tak, aby krotsza plytka znalazta si¢ od strony
zaciskOw ramki.

Uwaga: Ptytki musza by¢ ulozone réwnolegle do siebie.

3. Zabezpieczone w ramce do wylewania zelu ptytki umie$¢ w statywie z dopasowang
uszczelka.

4. Sporzadzi¢ roztwor zelu rozdzielajacego (wg Tabeli 1). Polimeryzacja zaczyna sie,
gdy w mieszaninie znajdujg si¢ nadsiarczan amonu i TEMED, dlatego nalezy je
dodawac¢ na koncu.

Tabela 1. Sktadniki zelu rozdzielajacego, catkowita objetos¢ 10 ml.

% H20 | Akrylamid/ | 1,5M Tris-HCI | 10% SDS | TEMED | 10% APS
zelu [ml] Bis [ml] pH 8,8 [ml] [ml] [ul] [ul]
5% 57 1,7 2,5 0,1 5 50
8% 4,7 2,7 2,5 0,1 5 50
10% 4,1 3,2 2,5 0,1 5 50
12% 3,4 4,0 2,5 0,1 5 50

5. Przy pomocy pipety wlac¢ zel rozdzielajacy (4-5 ml). Wyréownaé powierzchnie zelu
przez kotysanie.

6. Warstwe zelu rozdzielajacego zala¢ woda (zabezpieczy przed wysuszeniem
powierzchni zelu 1 przyspieszy polimeryzacje.

7. Sporzadzi¢ roztwor zelu zaggszczajacego (wg Tabeli 2).

Tabela 1. Sktadniki zelu zaggszczajacego, catkowita objetos¢ 5 ml.

% | H20 | Akrylamid/ | 0,5M Tris-HCI | 10% SDS | TEMED | 10% APS
zelu | [ml] | Bis[ml] | pH6,8 [ml] [ml] (] (]
50 | 2,85 0,85 1,25 0,05 5 25
8% | 235 1,85 1,25 0,05 5 25




10% | 2,05 1,6 1,25 0,05 5 25

8. Po zakonczeniu polimeryzacji zelu rozdzielajacego (okoto 30 min) wyla¢ wode i
odsgczy¢ jej resztki przy pomocy ligniny lub recznika papierowego.

9. Przy pomocy pipety wla¢ zel zaggszczajacy (ok. 1.5 ml), umiesci¢ grzebien teflonowy
w zelu tak aby leazt rownolegle z brzegiem krotszej ptytki szklanej. Pozostaw na
okoto 20 — 30 minut, aby zel spolimeryzowat.

10. Po zakonczeniu polimeryzacji zelu zageszczajacego wyjaé grzebien, zdjac zel (tzn.
zel z szybami pomiedzy ktorymi si¢ znajduje) z ramki do wylewania i zel wraz z
ptytkami umiesci¢ w ramce wewnetrznej. Zamkna¢ ptytki z zelem w ramce, uzywajac
przystosowanych do tego zaciskow.

11. Przeptuka¢ studzienki woda 1 odsaczy¢ resztki wody ligning lub recznikiem

papierowym.

Sprawozdanie

Sprawozdanie wykona¢ po zakonczeniu wszystkich trzech ¢wiczen dotyczacych elektroforezy
zelowe;.
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