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techniki elektroforetyczne

Polimeryzacjazeli poliakrylamidowych

Akrylamid jest trucizn g, nalezy unikaé¢ kontaktu ze skoéra oraz wdychania pytu
akrylamidowego!

Ogodlne wiaciwosci poliakrylamidu

Zele poliakrylamidowe $ jednymi z najbardziej popularnych matryc rozdjiggch
stosowanych w biologii molekularnej do rozdziatbwasow nukleinowych oraz biatek.
Przygotowaniezeli poliakrylamidowych polega na polimeryzacji momeréw akrylamidu w
obecndci wolnych rodnikbw. Wolne rodniki as dostarczane przez nadsiarczan amonu i
stabilizowane przez Temed  (N',N',N',N'-tetramettyme-diamine).  tacuchy
poliakrylamidu g wiazane (cross-linkowane) przez methylenebisacrylarfbdeakrylamid) i
tworza zel ktdrego parametry fizyczne (wiekoporow) jest determinowana przezzgnie
akrylamidow i ilgs¢ cross-linkerow. Zwykle stosujegsiele o s¢zeniu akrylamidéw 3,5-20%,
co pozwala na rozdziat elektroforetyczny kwaséwleuowych w zakresie 5-1000 bp, oraz
na uzyskanie rozdzielcgd rozdziatu redu 1 zasady.

Parametrami charakteryzujacymi mieszanle akrylamidow sa:

Stezenie akrylamidu oznaczane jako T — jest to oznamz@n (w/v) ilas¢ akrylamidu i
bisakrylamidu w olgjtosci roztworu.

Stezenie cross-linker'dw oznaczane jako C - jest tolw] wyrazony stosunek iléci cross-
linkeréw do ilgci akrylamidu i cross-linkerow.

Np. oznaczenie 20% T, 5 % C oznaca roztwor zawiera 20% (w/v) akrylamidéw w
stosunku akrylamidu do bisakrylamidu jak 19:1.

Polimeryzacjazeli poliakrylamidowych:

Polimeryzacja zachodzi przy udziale katalizatoréex blost¢pu tlenu, ktéry jest inhibitorem
tej reakcji. Najczsciej stosowane to nadsiarczan amonu (ammonium IfeesAPS) oraz
Temed. Maliwa jest talke fotopolimeryzacja, czynnikiem kataliaagym reakcg
polimeryzacji jest wowczas UV.

Czas polimeryzacji:

Czas polimeryzacji zaky od temperatury polimeryzacji oraz¢snia katalizatorow. W
temperaturze pokojowej akrylamid polimeryzuje zaewg] juz po ok. 20-30 min. Peina
usieciowanie akrylamidow zachodzi jednak dopiero @a 12 godzinach. Jednym z
kluczowych parametréw niegnych dla uzyskania wysokiej powtarzaloo rozdziatdw

elektroforetycznych jest otrzymanie powtarzalneghwisci porow wzelach o tym samym



sktadzie. Maliwe jest to dopiero po petnej polimeryzacji akryliaéw, a wec dopiero po ok.
12 godz. od momentu dodania katalizatorow. Aby kayssert identycznych zeli
poliakrylamidowych polecamy przygotowywanie ich westawie MULTIPOL, ktére
umazliwiaja jednoczesmpolimeryzaag od kilku do kilkunastueli.

Powtarzalnosé przygotowaniazeli poliakrylamidowych

Do przygotowywania zeli poliakrylamidowych polecamy zestawyMULTIPOL .

Umozliwiaja one przygotowanie serii (do 5) identycznyeti. Zele w g przygotowywane co
najmniej na dzié przed wyciem, co umeliwia petm polimeryzacg akrylamidow.
Dodatkowo zestaw MULTIPOL unibwia przechowywaniezeli w czasie do 1 miegta.

Zele naley zabezpieczyprzed wyschriciem (nanié na gérm krawedz zelu niewielk ilosé

buforu elektroforetycznego, i zabezpie€zyolia nieprzepuszczaga powietrze), oraz
przechowywa w temperaturze 4°C.

Zalety zestawu MULTIPOL to krotki czas przygotowymiea partii zeli — 15-20 minut,
jednorodné¢ przygotowanychzeli, oraz zwgkszone bezpiechastwo poprzez zmniejszenie
mozliwosci kontaktu z akrylamidem. Przygotowywarei w zestawie MULTIPOL redukuje
mozliwos¢ wycieku akrylamidow podczas przygotowywandi. Zwigksza to take wygoa
przygotowywaniaeli.

Systemy buforowe:

W elektroforezie maiwe jest stosowanie gjtych i niecagtych systeméw buforowych. W
systemach agtych stosuje sipojedynczyzel separujcy i uzywa sk tej samej sity jonowej i
pH w zelu i buforze elektroforetycznym. Systemy te stessg zwykle w elektroforezie
kwasow nukleinowych. Najezciej stosowaneasbufory 1XTAE i 0,5-1xTBE.

W systemach nieggtych stosuje gi dwazele: pierwszy zagszczajcy - 0 nizszym s¢zeniu
akrylamidoéw izel rozdzielagcy o wyzszym s¢zeniu akrylamidow. Obaele posiadaj rozne
bufory, bufor w zelu zagszczajcym posiada sz sile jonowa niz bufor w zelu
rozdzielajcym. Dodatkowo bufor elektrodowy jestzniy od kadego z buforéw wzelach.
Systemy te pozwalaj na uzyskanie dww wyzsze] rozdzielczéci rozdziatu
elektroforetycznego nisystemy cigte. Zwykle stosuje sije podczas elektroforezy biatek w
warunkach denaturagych (PAGE-SDS) oraz w warunkach natywnych.

Rozdzialy biatek i kwaséw nukleinowych

Biatka w warunkach natywnycha smolekutami amfoterycznymi. W zaleosci od pH w
ktérym sk znajduj ich tadunek elektryczny netto jest ujemny ( w pbwpzej punktu
izoelektrycznego) lub dodatni (w pH pegj pl). Ltadunek netto biatek jest dodatkowo
niezaleny od ich wielkdci. Podczas elektroforezy w warunkach natywnych amyan pH
rozdziat biatek zley od ich wielkaci i tadunku elektrycznego netto.

Kwasy nukleinowe posiadajadunek elektryczny ujemny w catym zakresie pHsgteanym
w elektroforezie. Dodatkowo posiadatah gestasé tadunku na jednostkdiugasci (poprzez
grupy fosforanowe). Elektroforeza kwaséw nukleinolvypdbywa si zawsze ze wzgtiu na
ich dluga¢ (wielkosc).



Elektroforeza kwasow nukleinowych
Zele niedenaturugce i denaturujace

Zele niedenaturgpe — migracja kwaséw nukleinowych w tyckelach zachodzi w
przyblizeniu z szybkécia odwrotra do wartdci Logl0 z wielkdci fragmentu. Dla
jednoniciowych kwaséw nukleinowych zmiany konforiyjae — ssDNA i RNA wynikajce z
roznicy sekwencji wptywa na szybké¢ migracji i wykorzystywane & w niektorych
technikach (MSSCP, SSCP, TTGE).

Zele denaturujgce:

Zele te polimeryzowaneasw obecnéci substancji denaturagych (mocznik, rzadziej
formamid), ktére uniemdiwiaja na parowanie zasad w kwasach nukleinowych. Szgbko
migracji w zelach denaturggyh jest niezalna od sekwencji kwasow nukleinowyctele te
wykorzystywane & w sekwencjonowaniu DNA/RNA oraz oznaczaniu polifizondw
dtugasci (STR).

Elektroforeza Biatek

Elektroforeza natywna:

Pozwala na rozdziat elektroforetyczny biatek ze Mg na ich gstcs¢ tadunku. Bufory
uzyte podczas elektroforezy natywne] pozwalapa utrzymanie bialek w stanie
niezdenaturowanym enzymy po elektroforezie zachgvewop aktywnac¢. Elektroforeza
natywna jest gywana gtownie do oksbenia czystéci bialek — np. oznaczenia czy&to
preparatyki enzymow.

W Elektroforezie natywnej biatekzywa sk niecihgtego systemu buforowego. Stosowane s
dwazele — zagszczajcy 0 nizszym s¢zeniu akrylamidow i niszym pH, oraz rozdzielgy o
mniejszych porach (wygze stzenie akrylamidow) i wisze pH. Rozwizanie to, stosowane
takze w zelach denaturggych, umaliwia uzyskanie zagszczenia preparatu na stykeli i
migracji biatek wzelu rozdzielajcym w postaci ostrych prkéw. Dodatkowym zabiegiem
pozwalajcym na poprawienie jakoi rozdzialdw — uzyskanie ostrych gpkéw jest
naniesienie na gésrkrawedz zelu rozdzielajcego wody nagzonej n-butanolem.

Na gorm krawedz zelu rozdzielajcego, przed wylanienrelu zagszczajcego, naley
ostraznie piped (tak aby nie spowodowazmieszania niespolimeryzowanego akrylamidu)
nakropt niewielka 0,1-0,5 ml ilé¢ wody nagczonej n-butanolem. Odetnie to dgst
powietrza do goérnej kraydzi zelu rozdzielajcego, umeliwi jego petna polimeryzagj i
zapewni ostry gradient pH. Ten prosty zabieg wphlpwanacznym stopniu na poprawienie
rozdzielczdci rozdziatow elektroforetycznych biatek.

Polecamy przygotowywanieeli w aparacieMULTIPOL . Umazliwi to uzyskanie serii
identycznychzeli, oraz ufatwi proces ich przygotowywania. Po ieaeniu wody z n-
butanolem na goérne kradzie zeli rozdzielajcych pozostawiamy je do polimeryzacji na noc
po uprzednim zabezpieczeniem foli przed wyschriciem. Zele zagszczajce
przygotowujemy bezpoednio przed rozdziatem, zlewajuprzednio wo¢ z n-butanolem i
przeptukuac dH0.



Elektroforeza denaturujaca:
SDS-PAGE

SDS (sodium dodecyl sulphate) jest niejonowym detetem, ktéry denaturuje biatka
poprzez rownomierne optaszczanie szkieletu polygkptego. SDSaczy sk z biatkami
specyficznie w stosunku masowym 4,1:1. Zapewnigprzegcie przez biatko ujemnego
tadunku elektrycznego netto o stateptpici bez wzgtdu na jego diugdE. Dla catkowitego
rozwinigcia polipeptydu, zapewnienia mu pierwszglawej struktury, niezizine jest
dodatkowo zniszczenie mostkéw dwusiarczkowych (2kagatoetanol lub ditiotretiol).

Optaszczenie biatka przez SDS oraz redukcja mostkidwusiarczkowych pozwala na
separagj biatek wzelu poliakrylamidowym ze wzgtiu na ich wielké¢. Szybkd¢ migracji w
SDS-PAGE nie jest determinowana przez tadunek mgiey biatka zaleny od pH i jego
konformacg ale przez masbiatka.

Przygotowaniezeli do SDS-PAGE

Polecamy przygotowywaniezeli rozdzielagcych w aparatach do polimeryzaciieli
MULTIPOL . Umazliwi to petna polimeryzacjezelu rozdzielajcego, oraz przygotowanie
serii identycznyclzeli.

Proces przygotowania jest podobny jak diali natywnych. Przygotowujemy:zel
rozdzielajcy i dla uzyskania wkszego gradientu pH nanosimy na gokrawedz wode
nasczom n-butanolem. Pozostawiamy do polimeryzacji przemimum 12 godz.Zel
rozdzielajcy przygotowujemy przed rozdziatem zlew@jvod: z n-butanolem i przeptukag
krawedz zelu rozdzielagcego wod.



