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Analiza bialek

1. Przygotowanie zelu poliakrylamidowego

Zele poliakrylamidowe powstaja w wyniku polimeryzacji dwoch sktadnikow: akrylamidu i N, N-
metyleno-bisakrylamidu. Reakcja polimeryzacji jest inicjowana chemicznie, poprzez dodanie
odczynnikow: nadsiarczanu amonu (APS) oraz TEMEDu. Rozdziat elektroforetyczny biatek na zelu
poliakrylamidowym odbywa si¢ poprzez dwustopniowy rozdzial materiatu (najpierw w zelu
zageszczajacym - 4%, potem w zelu rozdzielajacym - 10%) w warunkach denaturujacych.
Procentowo$¢ zelu rozdzielajacego zalezy od ilosci akrylamidu/bis-akrylamidu i jest zalezna od
wielkosci molekularnej poszukiwanego (analizowanego) biatka.

Dotki na probki
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Potrzebne materiaty 1 odczynniki:
» statyw do wylewania zelu
» przyrzad do sktadania ptytek
» 2 szklane szybki - mata i duza z wbudowanymi przektadkami
> etanol
» grzebien

UWAGAI!! Grzebien powinien mie¢ grubos¢ stosowanych przektadek!
» woda destylowana
> zlewki
» skladniki zelu rozdzielajacego

» skladniki zelu zageszczajacego

a) zel rozdzielajacy

1,5M Tris/Cl pH 8.8 3,13 ml
Woda 5,03 ml
10% SDS 125 ul
Akrylamid:Bisakrylamid 4,18 ml
10% nadsiarczan amonu (APS) 42,5 ul
TEMED 8,5 ul




b) zel zageszczajacy

b)

0,5M Tris/Cl pH 6.8 625 ul
Woda 1,5ml
10% SDS 25 ul
Akrylamid:Bisakrylamid 325 ul
10% nadsiarczan amonu (APS) 25 pl
TEMED 3,75 ul

Przygotowa¢ mieszaning zeli w dwodch osobnych zlewkach. Mieszaning zelu
zageszezajacego przygotowaé tuz przed uzyciem tj. po spolimeryzowaniu zelu
rozdzielajacego.

Przygotowac¢ przyrzad do formowania zelu poliakrylamidowego.

1. Szybki odttusci¢ etanolem

2. Przyrzad do skladania ptytek ustawi¢ pionowo na plaskiej powierzchni; zaktadki
powinny by¢ w pozycji otwartej

3. Mniejsza szybke umiesci¢ na wigkszej, tak aby przekladki utworzyly przestrzen
pomiegdzy plytkami, a napis na wigkszej ptytce byt na gorze

4. Ziozone ptytki umiesci¢ w przyrzadzie do skladania ptytek 1 zamkna¢ zaktadki,
sciskajac tym samym ptytki.

UWAGAI!! Na réwnej powierzchni, nalezy upewnié si¢, ze ptytki sg réwno ztozone -

zapobiegnie to wyciekaniu zelu

5. Przyrzad umiesci¢ w plastikowym statywie, unoszac lekko jego gorna czegsé, ktora
przytrzymuje ztozone ptytki. Podstawa ptytek powinna przylega¢ do szarej uszczelki.

UWAGAI!! Nalezy upewnic sig, ze ptytki sa rowno ztozone i dolna czg$¢ ptytek rowno dociska
do gumowej podstawki - zapobiegnie to wyciekaniu zelu
Nalezy unika¢ kontaktu gumowej podstawki z wodg - ulega odksztatceniom!

c)

d)
€)
f)

9)
h)

Przygotowany zel rozdzielajacy delikatnie wlewa¢ w rogu do utworzonej przestrzeni, do
ok 2 cm od gory

Nawarstwi¢ zel woda (300 pl) - zapobiega to deformacji dolnego zelu

Polimeryzacja zelu rozdzielajacego - 30 — 60 min

Zla¢ wode znad zelu rozdzielajagcego 1 wla¢ w rogu przygotowany roztwor zelu
zageszezajacego do granicy plytek

Wilozy¢ grzebien

Polimeryzacja zelu zageszczajacego - 10 min



2. lzolacja bialka

Potrzebne materialy i odczynniki:
> bufor RIPA

» lod

> wirowka

Przygotowanie buforu RIPA

Sktad buforu RIPA: Tris Cl pH 7,5 (10mM), NaCl (150mM), NP40 (1%), Deoksycholan sodu (0,5%),
SDS (0,1%), woda.

Kompletny bufor RIPA do izolacji biatka zawiera mieszaning¢ inhibitorow proteaz, ktére dodawane

sa bezposrednio przed uzyciem.
Kazdy student przygotowuje swédj kompletny bufor RIPA wraz z inhibitorami wedlug protokotu:
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Do czystej probowki typu eppendorf przenie$s¢ 1000 ul buforu RIPA
Doda¢ 10 ul PMSF.

Mieszaning przepipetowac Kilkukrotnie.

Doda¢ 30 ul aprotyniny.

Mieszaning przepipetowac Kilkukrotnie.

Dodac¢ 2,5 ul pepstatyny A.

Mieszaning przepipetowac Kilkukrotnie.

Dodac¢ 2 ul leupeptyny A.

. Mieszaning przepipetowac Kilkukrotnie.

10 Dodac 10 ul ortowanadanu sodu.
11. Mieszaning przepipetowaé Kilkukrotnie.

Izolacj¢ biatka wykona¢ z osadéw komorek wedtug schematu wskazanego przez asystenta.

Schemat nr |

1.
2.
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Komorki rozmrozi¢ na lodzie.

Do eppendorfa zawierajacego osad komorek doda¢ 50 pl przygotowanego buforu
RIPA.

Pipetowac¢ mieszaning w gore 1 w dot, az do zawieszenia komorek w buforze.
Mieszaning inkubowaé w lodzie przez 10 min.

Do probki doda¢ 5 ul PMSF.

Mieszaning przepipetowac kilkukrotnie.

Mieszaning inkubowacé przez 15 min w lodzie.
Probke zwirowac (4°C, 12500rpm, 10 min).
Powstaly supernatant przenie$¢ do nowej probowki.



Schemat nr 11

1.
2.
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Schemat nr 111

1.
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Komorki rozmrozi¢ na lodzie.

Do eppendorfa zawierajacego osad komoérek doda¢ 100 pl przygotowanego buforu
RIPA.

Pipetowa¢ mieszaning w gore i w dot, az do zawieszenia komorek w buforze.

Mieszanine inkubowa¢ w lodzie przez 10 min.

Do probki doda¢ 5 ul PMSF.

Przepipetowa¢ mieszaning kilkukrotnie.
Mieszaning inkubowa¢ w lodzie przez 15 min.
Probke zwirowac (4°C, 12500rpm, 10 min).
Powstaly supernatant przenie$¢ do nowej probowki.

Butelki hodowlane z przyklejonymi komorki rozmrozi¢ na lodzie.

Do butelek hodowlanych doda¢ 200 pl przygotowanego buforu RIPA.
Komorki zdrapa¢ za pomoca zdrapaczki odrywajac je od dna naczynia.
Komorki przenies¢ za pomoca pipety do eppendorfa.

Mieszaning inkubowaé w lodzie przez 10 min.

Do prébki doda¢ 5 ul PMSF .

Przepipetowaé¢ mieszaning kilkukrotnie.

Mieszaning inkubowaé w lodzie przez 15 min .

9. Probke zwirowac (4°C, 12500rpm, 10 min).
10. Powstaly supernatant przenies¢ do nowej probowki.

UWAGA!! Po odwirowaniu biatka znajduja si¢ w supernatancie!!!

3. Denaturacja bialka

Potrzebne materiaty i odczynniki:

» bufor redukujacy 5x (bufor Laemmliego 5x) - (10% B-merkaptoetanol; 10% SDS; 5%
glicerol, 1M Tris pH 6,8; 0,4mg/ml Bromophenol Blue)

» taznia wodna o temp 100°C lub termocykler

a)

b)
c)

d)
€)

probke badang potaczy¢ z buforem redukujacym w stosunku 1:4 np. 20 pl proby +
5 wl buforu redukujacego

Wymiesza¢ probke na worteksie lub doktadnie przepipetowac

przeprowadzi¢ denaturacje bialek poprzez inkubacj¢ mieszaniny z pkt a) w tazni
wodnej lub termocyklerze o temp 100°C przez ok.5 min

po denaturacji proby nalezy ochtodzi¢ przez ok 5 min, pozostawiajac je na blacie

proby wytrzasna¢ na wytrzasarce

4. Elektroforeza bialek na zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE)

Potrzebne materiaty i odczynniki:
» bufor do elektroforezy (Tris base, Glicyna, 10% SDS, Woda)
» komora elektroforetyczna



» zel poliakrylamidowy
» wzmacniacz pradu

a)

b)

c)
d)

e)
f)

9)
h)

Ptytki wyciagna¢ ze statywu oraz przyrzadu do polimeryzacji i wpiac¢ je w stojak
elektrodowy

Delikatnie usuna¢ grzebien, a powstate dotki zala¢ buforem do elektroforezy
Dhugim tipsem wyczysci¢ kazda kieszen z ewentualnych widkien zelu

Umies¢ zele w stojaku elektrodowym w komorze elektroforetycznej

Wypehij przestrzen pomig¢dzy zelami buforem do elektroforezy do granicy obu
ptytek

Nawarstwi¢ dotki z buforem badanymi probami w ilosci 16 ul (proby musza by¢
zdenaturowane)

Zala¢ komore elektroforetyczng buforem do elektroforezy (680 ml na 4 Zele)
Podlaczy¢ zasilacz. Elektroforeze prowadzi¢ w warunkach:

22V 5 min

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

5. Oznaczenie stezenia bialka metoda Bradforda

Potrzebne materiaty 1 odczynniki:

RIPA

odczynnik Bradforda

woda

eppendorfy

ptytka 96-dotkowa
spektrofotometr (czytnik ptytek)

>
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Czuto$¢ testu wynosi 0,1 — 1,4 mg/ml.

1.

P w
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W czystym eppendorfie przygotowac rozcienczenia 10x wyizolowanych biatek np.
Do eppendorfa doda¢ 2 pl proby i 18 ul wody.

Probki doktadnie przepipetowac.

Probki krétko zwirowac.

10 ul przygotowanych préb (rozcienczone probki biatka lub medium komoérkowe)
przenies¢ do czystych eppendorfow.

Doda¢ 300 pl odczynnika Bradforda i delikatnie przepipetowac.

Roztwor przenie$¢ za pomocg pipety do kuwety pomiarowe;.

Dokona¢ pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 595 nm.

Stezenie biatka odczyta¢ z krzywej wzorcowe;.

Obliczy¢ jakg mase biatka rozdzielono na zelu poliakrylamidowym, uwzgledniajac
objetos¢ naktadanych prob na zel oraz rozcienczenie buforem redukujgcym (bufor
redukujacy 5x).



Przygotowanie krzywej wzorcowej:

1. Przygotowac st¢zenia roztworow wzorcowych BSA w ilosci 1 ml:

>
>
>
>

1,4 mg/mi
0,7 mg/ml
0,35 mg/ ml
0,17 mg/mi
1. Przygotowa¢ nawazke BSA (1,4 mg) w eppendorfie.
2. Uzupehi¢ do 1 ml woda.
3. Przepipetowa¢ mieszaning.
4. Korzystajac z szeregu rozcienczen przygotowac 3 kolejne rozcienczenia:
a) Przygotowac 4 probowki 1,5 ml i podpisaé od 1-4;
b) Do kazdej przenies¢ po 500 ul wody;
c) Do 1 probowki doda¢ 500 ul roztworu BSA o stezeniu 1,4 mg/ml;
d) Przepipetowac 15 razy, nie zmieniajac koncowki przenies¢ 500 ul do

probowki nr 2;
e) Powtorzy¢ punkty c, d) az do osiagnigcia stezenia 0,17 mg/ml.

2. Przygotowac mieszaning roztworow wzorcowych BSA z odczynnikiem Bradforda

1. 10 ul wzorcowych roztworow (przygotowane wczesniej) potaczy¢ z 300 ul
odczynnika Bradforda w eppendorfie.

Probki doktadnie przepipetowac.

Probki krotko zwirowac.

Roztwor przenies¢ do kuwety pomiarowej.

Dokona¢ pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 595 nm.

Wykresli¢ krzywa wzorcowa na komputerze w programie Excel.
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6. Barwienie zeli barwnikiem Coomassie Brilliant Blue

Potrzebne materiaty 1 odczynniki:

>
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b)

c)
d)

€)

9)

szalki petriego

barwnik Coomassie Brilliant Blue

odbarwiacz (metanol, kwas octowy lodowaty, woda)
woda destylowana

Po zakonczonej elektroforezie bialek, odtaczy¢ aparat do elektroforezy od pradu i
wyciagnac stojak elektrodowy z zelami

wyciaggnac zele ze stojaka elektrodowego 1 delikatnie odrzuci¢ mniejsza szybke
odcia¢ zel zageszczajacy

zel zanurzy¢ w szalce z woda destylowang

zla¢ wodg 1 doda¢ 10 ml barwnika Coomassie Brilliant Blue

Barwi¢ Zele ok 4 min delikatnie kotyszac szalke

zla¢ barwnik, a zel ptuka¢ w odbarwiaczu az do wyptukania nie zwigzanego barwnika.
Podczas odbarwiania, roztwor odbarwiacza wymienia¢ kilkukrotnie.
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Ryc. 2. Przyktadowe wybarwienie biatek rozdzielonych w zelu poliakrylamidowym.



