Instrukcja

Techniki elektroforetyczne

1. Elektroforeza natywna biatek w zelach agarozowych.

Odczynniki:

Agaroza.

Bufor TG.

Roztwor Coomassie Brilliant Blue R-250.
Btekit bromofenolowy.

Zestaw do elektroforezy agarozowej.
Falcony 50, 14 mL.

Eppendorfy 1.5, 2.0 mL.

Pipety automatyczne regulowane.

Przygotowanie zelu agarozowego:

Do szklanej kolby odwazy¢ 1.0 g agarozy.

Dodac do kolbki 100.0 mL buforu TG.

Rozpusci¢ agaroze przez zagotowanie.

Schtodzi¢ zel w temperaturze pokojowej do ok. 60°C, wylac go na przygotowang tacke i
natychmiast umiescic grzebieh w zelu.

Pozostawi¢ do spolimeryzowania.

Przygotowanie prébek do analizy:
100.0 uL ekstraktu umiesci¢ w czystym eppendorfie.
Doda¢ 5 kropli glicerolu.

Zabarwic¢ na niebiesko btekitem bromofenolowym.

Elektroforeza:
Przygotowany zel umiesci¢ w aparacie i zala¢ buforem TG.
W pierwszg i ostatnig studzienke nanie$¢ marker masy.
Do pozostatych studzienek nanies¢ przygotowang prébke w objetosciach 10.0-30.0 ulL.
Elektroforeze powadzi¢ w nastepujacych warunkach:
80.0 V, 120 min z blokiem chtodzacym.
Po zakonczaniu zla¢ bufor i ptukac zel przez 10 min w wodzie destylowanej.
Nastepnie zala¢ roztworem utrwalajgcym i wytrzgsac przez 30 min.
Po zakonczaniu zla¢ roztwér utrwalajacy i przeptukac zel w wodzie destylowane;j.
Po zakonczaniu zla¢ wode i zala¢ zel barwnikiem Coomasie i wytrzgsa¢ przez min. 30 min.

Po zakonczaniu ptukac zel przez w wodzie destylowanej az do uzyskania wyraznego obrazu.
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2. Elektroforeza biatek w zelach polikaryloamidowych (PAGE).

Odczynniki:

30% roztworu akryloamidéw

1,5 M Tris-HCl pH 8,9

0.5 M Tris-HCl pH 6,8

10% SDS

10% APS

TEMED

Buforem obcigzajacym (denaturujacy, niedenaturujacy).

Roztwor Coomassie Brilliant Blue R-250.

Ptyn Lugola.

Triton X-100.

Bufor do analizy aktywnosci proteolitycznej (61 mg L-cysteina, 50 uL triton X-100, 0,5 M bufor
sodowo-fosforanowy pH 6.8; zel ze skrobig: 0,1 M bufor octanowy 5,5).
Skrobia.

Zelatyna.

Zestaw do elektroforezy PAGE.

Falcony 50, 14 mL.

Eppendorfy 1.5, 2.0 mL.

Pipety automatyczne regulowane.

Przygotowanie 10% zelu poliakrylamidowego rozdzielajgcego:
Ztozy¢ szybki do zeli grubosci 0.75 mm lub 1.00 mm i umiesci¢ w aparacie do wylewania

postepujac zgodnie z instrukcjg na rysunku 1.
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Rysunek 1. Schemat sktadania szybek do elektroforezy.

Szybka grubsza z przektadkami ma oznaczong goérng krawedz. Cienkg szybke ktadziemy

przodem do nas.
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Miedzy szybki wtozy¢ suchy grzebien i zaznaczy¢ markerem na szybie kreske 1 cm pod
grzebieniem. Usung¢ grzebien.
Zmieszac:
1.65 ml 30% roztworu akryloamidow
1.25 ml buforu 1,5 M Tris-HCI pH 8,9
2 ml wody
UWAGA 1: W przypadku zelu do analizy aktywnosci amylaz wode zastgpi¢ 0.20 mg/mL
roztworem skrobi.
UWAGA 2: W przypadku zelu do analizy proteaz amylaz wode zastgpi¢ 0.01 mg/mL
roztworem zelatyny.
50 pl SDS
25 pl APS
2,5 pl TEMED
Wypetnic roztworem zelu przestrzen pomiedzy szybkami do kreski narysowanej wczesniej na
szybce. Delikatnie nawarstwi¢ wodg destylowang nalewajac jg bardzo powoli po przektadce

aparatu. Pozostawic do spolimeryzowania.

Przygotowanie 5% zelu zageszczajgcego
Po spolimeryzowaniu zelu rozdzielajgcego nalezy osuszyc¢ jego gérng czes¢ przy pomocy bibuty,
a nastepnie nanies¢ zel zageszczajacy.
Zmieszac:
850.00 pl roztworu akryloamidéw z
1.25 ml buforu 0.5 M Tris-HCl pH 6,8
2.85 ml wody
50 pl SDS
25 pl APS
5 ul TEMED
Wyla¢ zel miedzy szybki i umiesci¢ w nim grzebien tak, aby w studzienkach nie byto

pecherzykow powietrza. Pozostawi¢ do spolimeryzowania.

Przygotowanie prébek do elektroforezy:

Roztwor biatek do analizy z poprzedniego ¢wiczenia rozcieniczy¢ buforem w stosunku 1:1
buforem obcigzajgcym.

UWAGA 3: Dla probki analitycznej wybrac bufor denaturujgcy, dla prébek do badania

aktywnosci bufor niedenaturujacy.
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Wyciagnac zel wraz z zabezpieczeniem ze statywu, otworzy¢ statyw sktadajac skrzydetka tak,
zeby byty ustawione prostopadle do nas i wyciggnac do gory szybki, miedzy ktérymi znajduje sie
zel. Whozy¢ zel krotkg szybka do Srodka statywu, z drugiej strony analogicznie umiescic¢ blanka
(strong z napisami w strone uszczelek) zgodnie z rysunkiem 2. Docisng¢ szybke i blanka do dotu
i catos¢ whozyc¢ do koszyczka (jest to mozliwe tylko kiedy ma otwarte ,drzwiczki”). Docisng¢
wszystkie elementy do dotu i do uszczelek a nastepnie jednostajnym ruchem zamkng¢

drzwiczki.

Rysunek 2. Schemat sktadania aparatu do elektroforezy.

Rozcienczy¢ bufor elektroforetyczny 10 razy. Do utworzonej komory goérnej, w ktérej zanurzona
bedzie gbérna powierzchnia zelu nala¢ bufor elektroforetyczny, odczeka¢ chwile i sprawdzi¢ czy
nie przecieka.

Do komory dolnej wtozy¢ koszyk z zelem i wla¢ do niej bufor na wysokos$¢ 3 cm.

Usunac grzebien. Zalac¢ kieszonki do petna buforem i przeptukac kazdg z kieszonek tipsem
kapilarnym. Standardy biatek o znanej masie czasteczkowej nanies¢ do pierwszej kieszonki w
objetosci 10 pl. Préoby nanies¢ do studzienek po 15 pl kazda. Zapisac kolejno$¢ naktadania.
Aparat do elektroforezy zamkna¢ od géry pokrywg i podtgczy¢ do zasilacza. Przeprowadzic¢
elektroforeze najpierw przy 80V do wejscia biatek w Zel rozdzielajgcy, a nastepnie przy 160 V do
ukonczenia elektroforezy. Po zakoriczeniu elektroforezy nalezy rozmontowac aparat i delikatnie

rozdzieli¢ szyby. Zel z rozdzielonymi biatkami wykorzysta¢ do barwienia.
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Inkubacja i barwienie zeli:
Przygotowac 500 ml 1% roztwor tritonu X-100.
Wyptuka¢ dwukrotnie zele w zaleznosci od wykorzystania:
Wod3 zel denaturujacy do barwienia coomassie.
Barwieni coomassie:
Wyptukac zel w wodzie destylowanej 3 krotnie.
Inkubowa¢ przez 30 min zel w barwniku (25 mL metanol, 10 mL kwas octowy, 0.02 g
Coomassie Brilliant Blue R-250, 65 mL woda)
Odbarwianie do momentu uzyskania widocznych prazkéw wodg destylowana.
Barwienie zeli do badania aktywnosci:
Wyptuka¢ zel w wodzie destylowanej 3 krotnie.
RoztwOr macierzysty ptynu Lugola rozcienczy¢ w stosunku 1:10.
Inkubowa¢ zel w roztworze az do momentu rownomiernego wybarwienia.
Wyptukac zele 1% roztworem tritonu X-100.
Wyptukac zel w wodzie destylowanej 3 krotnie.
Wyptukane Zele inkubowac w cieplarce w buforze:
zel z zelatyna: 61 mg L-cysteina, 50 uL triton X-100, 0,5 M bufor
sodowo-fosforanowy pH 6.8;
zel ze skrobia: 0,1 M bufor octanowy 5,5.

Pozostawi¢ w cieplarce (50 deg C) do nastepnych zajec.

Sprawozdanie

Wykonane zele sfotografowac i opisac.

W oparciu o marker masy wskaza¢ gtbwne komponenty ekstraktu.

Przeprowadzi¢ identyfikacje komponentdédw w oparciu o posiadane informacje o enzymach

trawiennych.



