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Cwiczenie 2

|zolacja i rozdziat elektroforetyczny biatek

1. Przygotowaniezelu poliakrylamidowego
UWAGA!! Roztwor akrylamidu jest sifnneurotoksya!

Rozdziat elektroforetyczny biatek naelu poliakrylamidowym odbywa &i poprzez
dwustopniowy rozdziat materiatu (najpierw velu zagszczajgcym 4%, potem wzelu
rozdzielajcym - 10%).

Jeden pelnyel (zagszczajcy i rozdzielagcy) przygotowuje 5 0saéb.

Doftd na probki
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Potrzebne materiaty i odczynniki:

statyw do wylewaniaelu

przyrzad do sktadania ptytek

2 szklane szybki - mata i da z wbudowanymi przektadkami
etanol

grzebié
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UWAGA!! Grzebié powinien mi€ grubag¢ stosowanych przektadek!

woda w zlewce

2 kolby stakowe ptaskodenne
sktadnikizelu rozdzielajcego
sktadnikizelu zagszczagcego
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Przygotowa przyrzad do formowaniaelu poliakrylamidowego.

Szybki odthéci¢ etanolem

Przyrad do skladania ptytek ustagvipionowo na ptaskiej powierzchni; zaktadki

powinny by w pozycji otwartej

3. Mniejsz szyblke umiesci¢c na wkkszej, tak aby przekiadki utworzyly przestize
pomicdzy ptytkami

4. Zitozone ptytki umidci¢c w przyradzie do sktadania ptytek i zamdd zaktadki,
sciskapc tym samym ptytki

5. Przyrad umigci¢ w plastikowym statywie, unosz lekko jego gora czes¢, ktora

przytrzymuje ztaone ptytki
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UWAGA!! Nalezy upewné sig, ze ptytki 2 rowno zi@one i dolna czs¢ ptytek réwno
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dociska do gumowej podstawki - zapobiegnie to wkeneu zelu

Nalezy unikat kontaktu gumowej podstawki z wgpd ulega odksztatceniom!

a) zel rozdzielajacy

1,5M Tris/Cl pH 8.8 3,13 ml
Woda 5,03 ml
10% SDS 125l
Akrylamid:Bisakrylamid 4,18 ml
10% nadsiarczan amonu (APS) 425
TEMED 8,5ul

b) zel zagszczapcy
0,5M Tris/Cl pH 6.8 625
Woda 1,5 ml
10% SDS 25
Akrylamid:Bisakrylamid 324
10% nadsiarczan amonu (APS) 125
TEMED 3,75ul

a) Przygotowanyzel rozdzielajcy delikatnie wlewé w rogu do utworzonej przestrzeni, do
ok 2 cm od gory

b) Nawarstwé¢ zel wodh (ok 300 ul wody naka wzdtuz $cianki mniejszej ptytki) -
zapobiega to deformacji dolnegelu

c) Polimeryzacjaelu rozdzielajcego - min. 30 min

d) Zla¢ wodck znad zelu rozdzielagjcego i wl& w rogu przygotowany roztworelu
zag:szczagcego do granicy ptytek

e) Wiozy¢ grzebig

f)  Polimeryzacjaelu zagszczagcego - ok 10 min

g) Przygotowanezele pozostawi na stole, 2 do momentu przygotowania préb do
wykonania elektroforezy

2. lzolacja biatka
Potrzebne materiaty i odczynniki:
> bufor RIPA
> lod
> wiréwka

Skiad buforu RIPA

UWAGA!! Studenci otrzymujkompletny bufor RIPA
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Odczynnik SIS llosé (ml) Stezenie kaicowe
pocztkowe
Tris Cl pH 7,5 1M 0,1 10mM
NaCl 5M 0,3 150mM
NP40 10% 1 1%
Deoksycholan sodu 10% 0,5 0,5%
SDS 20% 0,05 0,1%
Woda - 7,5 -
Inhibitory proteaz - dodawa¢ bezpdrednio przed uzyciem - ilosci na 10 ml
buforu RIPA
PMSF 10 mg/mi 0,1 0,1 mg/ml
Aprotynina 1,7 mg/ml 0,3 0,51 mg/ml
Pepstatyna A 2 mg/ml 0,025 ug/ml
Leupeptyna A 5 mg/ml 0,02 1®/mi
Ortowanadan sodu 100 mM 0,1 1mM

a)
b)
c)

d)
€)

f)

Izolacja biatka z tkanki.
tkanke rozmrozt na lodzie
przeptuk& PBS

9)
h)

Izolacja biatka z osadow komaorkowych.
komorki rozmrozé na lodzie
odciagna¢ od peletu komorek w eppendorfie pozostéieBS
do eppendorfa zawiergiego 1min komérek dodebuforu RIPA w takiej ilgci
aby uzyskéa dos¢ gesta zawiesir (ok 100pl)
mieszanik inkubowa w lodzie przez 30 min
materiat zwirowa (4°C, 12500rpm, 20 min)
powstaly supernatant przefiedo nowej probowki

i) doda buforu RIPA wg wagi tkanki (2xwce] niz objetos¢ tkanki)

i)
K)

tkanke zhomogenizowaw homogenizatorze
materiat zwirowa (4°C, 12500rpm, 20 min)

[) powstaty supernatant przefitedo nowej probowki

UWAGA!! Po odwirowaniu biatka znajdugic w supernatancie!!!

3. Oznaczenie sgzenia biatka metoch Bradforda

Potrzebne materiaty i odczynniki:
RIPA

odczynnik Bradforda
woda

eppendorfy
spektrofotometr

YVYVYYVYYV

a)
b)

rozmrozt stock BSA 4mg/ml (20ul)
przygotowa& krzywa wzorcows wg schematu pomej
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c) préba O:
)P woda 304l
Odczynnik Bradforda 20l
RIPA 3Qul
d) proby badane:
woda 75ul
Odczynnik Bradforda 20l
Proba badana i

e) dokona& pomiaru absorbancji przy dtugm fali 595 nm
f) obliczy¢ jaka ilos¢ biatka naley wzia¢ do rozdziatu elektroforetycznego aby
mie¢ 25 ug biatka w studzience.

Odczytane stenie biatka:

Miejsce na obliczenia:

4. Denaturacja biatka

Potrzebne materiaty i odczynniki:
> bufor redukujcy 2x (10%p-merkaptoetanol; 10% SDS; 5% glicerol, 1M Tris p}8;6
0,4mg/ml Bromophenol Blue)
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> faznia wodna o temp 100°C

a) préblke badan pofaczy¢ z buforem redukiapym w stosunku 1:1 501 proby + 50
ul buforu redukujcego

b) przeprowadz denaturag biatek poprzez inkubagjmieszaniny z pkt a) w i
wodnej o temp 100°C przez ok.5 min

UWAGA!! Wieczko eppendorfa naig przekh igta - zapobiegnie to wystrzeleniu prob!

5. Elektroforeza biatek nazelu poliakrylamidowym

Potrzebne materiaty i odczynniki:
» bufor do elektroforezy (Tris base, Glicyna, 10% S&da)
» komora elektroforetyczna
» wzmachiacz pdu

a) Ptytki wyciagna¢ ze statywu oraz przygdu do polimeryzacji i wpic je w stojak
elektrodowy

b) Delikatnie usun¢ grzebié, a powstate dotki zatabuforem do elektroforezy

c) Diugim tipsem wyczyci¢ kazda kieszé z ewentualnych widkienelu

d) Nawarstwé dotki z buforem wzorcem wielkkoi w ilosci 10 ul oraz badanymi
prébami w ilégci 25 ug (préby musgby¢ zdenaturowane)

e) Stojak elektrodowy z natnymi proébami przeni¢ do komory
elektroforetycznej i zatabuforem do elektroforezy (680 ml nadle)

f) Elektroforez prowadz¢ w warunkach:

22V 5 min

30V 10 min
60V 10 min
100 V 60 min

UWAGA!! Nalezy kontrolowa opor elektryczny - dlaelu 10% powinien migi¢
si¢ w granicach 8-12 mA

6. Barwienie zeli

Potrzebne materiaty i odczynniki:
» szalka petriego
» barwnik Coomassie Brilliant Blue
» odbarwiacz (metanol, kwas octowy lodowaty, woda)
» woda destylowana

a) Po zakaczonej elektroforezie biatek, agizy¢ aparat do elektroforezy odagiu i
wyciagm¢ stojak elektrodowy zelami

b) wyciagmc¢ zele ze stojaka elektrodowego

c) delikatnie odrzu@ mniejsza szyble i odcia¢ zel zagszczajcy

d) zel zanurzy w szalce z wogldestylowan

e) skalpelem odai czes¢ zelu z wkasnymi prébami

f) na szalk petriego wlé 2-3 ml barwnika Coomassie Brilliant Blue

g) do barwnika przeloy¢ zel i barwic ok 4 min
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h) zla¢ barwnik, azel ptuka w odbarwiaczu ado wyptukania nie

Zwiazanego barwnika
i) wyniki omowi¢ z asystentem uwzglniajac wyliczone ilgci biatka

kDa
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Ryc. 2. Przyktadowe wybarwienie biatek rozdzielbnyéelu poliakrylamidowym.



