ELEKTROFOREZA

ELEKTROFOREZA W ZELU AGAROZOWYM

Agaroza to frakcja agaru oczyszczona z krasnorostow, w postaci handlowej jest biatym lub
lekko zottym proszkiem. Jest to polisacharyd zbudowany z okoto 800 liniowo potaczonych reszt
heksozy (inaczej — 400 reszt agarobioza). Agarobioza jest dwucukrem zbudowanym z D-galaktozy i
3,6-anhydro-L-galaktozy. Powstawanie zelu agarozowego jest reakcja odwracalna, w wyniku ktorej
pojedyncze, losowo zwinigte tancuchy uktadaja si¢ w dwuniciowa, helikalng strukture I1I-rzgdowa,
ktore rozgateziaja si¢ tworzac sie¢. Agaroza rozpuszcza si¢ bardzo tatwo w gotujacej si¢ wodzie i
pozostaje w stanie ptynnym az do temperatury okoto 40°C. Ponizej tej temperatury zestala si¢ w
postaci porowatego zelu. Po zestaleniu pozostaje w tej postaci nawet w podwyzszonych
temperaturach siggajacych kilkudziesigciu °C. Rozmiary porowatosci mozna regulowaé stosujac
agaroz¢ w roznych stezeniach. Im wyzsze jest stezenie agarozy, tym bogatsze jest usieciowanie i
drobniejsze sa pory. Zwykle przygotowuje si¢ zele o st¢zeniach agarozy z przedziatu 0,4-4,0%.
Zaleta zeli agarozowych jest tatwos$¢ i1 szybkos$¢ ich przygotowania oraz mozliwo$¢ separacji
duzych makromolekut np. DNA i RNA. Wada za$ jest staba wytrzymato§¢ mechaniczna zeli oraz
trudnos$¢ ich utrwalania po rozdziale. Wyschnigte zele rozsypuja si¢ pod wplywem bardzo
niewielkich sil.

Zel agarozowy stosuje si¢ do rozdzielania DNA o szerokim zakresie mas czasteczkowych.
Wada elektroforezy w zelu agarozowym jest staba rozdzielczo$¢ frakcji DNA réznigcego sig
ponizej 5% wielkosci.

Stezenie agarozy [%] | Zakres dlugo$ci rozdzielanego liniowego DNA [kp.z]
0.3 5-60
0.6 1-20
0.7 0.8-10
0.9 0.5-7
1.2 0.4-6
1.5 0.2-3
2.0 0.1-2

Elektroforeza w Zelu agarozowym prowadzona jest w aparatach ustawionych poziomo, a
rozdziat elektroforetyczny prowadzony jest w buforze TBEx1 (90 mM Tris-base, 90 mM kwas
borowy, 2 mM EDTA, pH 8) lub TAEx1 (40 mM Tris-base, 40 mM lodowy kwas octowy, 1 mM
EDTA, pH 8).
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Czasteczka DNA jest natadowana ujemnie w Srodowisku obojetnym i alkalicznym, a wigc
umieszczona w polu elektrycznym, przemieszcza si¢ w kierunku anody. DNA o tych samych
masach czasteczkowych, ale ro6znych konformacjach charakteryzuje ro6zna ruchliwosé
elektroforetyczna. Im dtuzsza jest czasteczka DNA lub RNA tym dtuzej odnajduje ona droge
poprzez pory zelu. Jezeli umieScimy DNA w zelu agarozowym i przytozymy niskie napigcie to
predkos¢ migracji DNA o roznych cigzarach czasteczkowych jest proporcjonalna do napigcia. Aby
otrzymac¢ optymalny rozdziat DNA o wielkosci wigkszej niz 2 kp.z, elektroforeza prowadzona jest
w polu elektrycznym o natg¢zeniu nie wigkszym niz 5V/cm. Powyzej tego napigcia fragmenty DNA
przemieszczaja si¢ z predkoscia odwrotnie proporcjonalna do logarytmu ich cigzaru



czasteczkowego. Elektroforetyczne zachowanie DNA w zelu agarozowym nie zalezy od skfadu
zasad azotowych 1 stabo zalezy od temperatury. Jednak jezeli stosuje si¢ zele agarozowe o stezeniu
mniejszym niz 0,5% nalezy elektroforezg prowadzi¢ w temperaturze okoto 4°C.

Do uwidocznienia DNA po lub w trakcie elektroforezy stosowany jest rutynowo bromek
etydyny (EtBr), ktéry interkaluje pomigdzy sasiednie pary dwuniciowego DNA (powinowactwo
EtBr do jednoniciowego DNA jest znacznie stabsze) (skrypt str. 23). Nalezy pamigtac, ze obecnos¢
zwiazku interaklujacego do DNA w Zelu agarozowym zmniejsza ruchliwo$¢ elektroforetyczna
DNA o okoto 15%. Innym barwnikiem DNA jest np. SYBR Green, ktorego czuto$¢ barwienia
dwuniciowego DNA jest okolo 25 razy wigksza niz EtBr.

ELEKTROFOREZA W ZELU POLIAKRYLAMIDOWYM (PAGE)

Zele poliakrylamidowe - przygotowywane sa z roztworu monomeréw akrylamidu i
substancji sieciujacych (ang. cross-linkers). Nalezy zawsze pamigta¢, ze akrylamid w postaci
monomerycznej jest bardzo silng neurotoksyna i nawet po procesie polimeryzacji stanowi powazne
zagrozenie dla zdrowia ze wzgledu na pozostatosci swobodnych monomerdéw w objgtosci zelu. Jako
substanje sieciujaca stosuje si¢ najczesciej N,N’-metylenebisakrylamid (bis-akrylamid). Reakcj¢
polimeryzacji, bgdaca w istocie wolnorodnikowa reakcja polimeryzacji, mozna zainicjowac
chemicznie lub fotochemicznie. Przy chemicznej inicjacji procesu najczgsciej stosuje sig
nadsiarczan amonu w obecnosci katalizatora N,N,N’,N’-tetrametyletylenodiaminy (TEMED).
Fotochemiczne wyzwolenie procesu polimeryzacji zachodzi w obecnosci ryboflawiny pod
dziataniem dlugofalowego S$wiatta UV 1 jest katalizowane przez TEMED. Ze wzglgdu na
wydzielanie si¢ znacznych ilosci ciepta podczas polimeryzacji akrylamidu, dla wlasciwego
przebiegu procesu nalezy przestrzega¢ odpowiedniego dozowania substancji inicjujacych i
katalizujacych, tak aby czas polimeryzacji nie byl krétszy od 30 minut. W szczegdlnych
przypadkach, gdy zawarto$¢ akrylamidu przekracza 15%, nalezy zapewni¢ efektywne
odprowadzanie powstatego ciepta poprzez umieszczenie kasety z polimeryzujacym zelem w tazni
wodnej. Ggsto$¢ sieciowania oraz rozmiary porow mozna regulowaé poprzez odpowiedni dobor
stezenia akrylamidu 1 bisakrylamidu.
Wiasciwosci zelu przyjeto opisywa¢ dwoma parametrami. Najczeéciej mowi sig o catkowitym (ang.
total) stezeniu akrylamidu:

T [%] = ((akrylamid + bis-akrylamid) [g] / objetos¢ [ml]) x 100
Dopetniajacym parametrem jest wagowy stosunek ilosci substancji sieciujacej do sumy akrylamidu
1 substancji sieciujace;j:
C [%] = (bis-akrylamid [g] / (akrylamid + bis-akrylamid) [g]) x 100

Ze wzrostem wartos$ci T maleje $redni rozmiar poréw. Natomiast minimalny rozmiar pordw, przy
zadanej warto$ci T, uzyskuje si¢ dla wartosci C = 5%. Powyzej 1 ponizej tej warto$ci rozmiary
poréw wzrastaja.

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym jest wykorzystywana do rozdzielania gtownie
biatek i analizy matych fragmentéw DNA.

W elektroforezie poliakrylamidowej najczesciej stosuje sig technike elektroforezy
pionowej. W technice tej nosnik elektroforetyczny wypenia szklane rurki (elektroforeza rurkowa)
lub znajduje si¢ pomigedzy dwoma ptytkami rozdzielonymi przektadkami dystansowymi (ang.
spacer) (elektroforeza ptytowa). Na ponizszym rysunku pokazano schematycznie oba rodzaje
elektroforezy pionowe;. =— —— J Plyty
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Rys 2. Schematyczne przedstawienie
rodzajow elektroforezy pionowe;. +—
A. elektroforeza rurkowa (ang. tube elektrophoresis)
B. elektroforeza plytowa (ang. slab electrophoresis)




Jak latwo zauwazyé, gbérna cze$¢ nosnika musi by¢ przykryta warstwa buforu
elektrodowego (elektrolitu). Rozwiazanie takie ma naturalng tendencj¢ do wyciekania buforow z
gbérnego naczynia, co wymaga uwagi laboranta podczas trwania rozdziatu. Brak kontaktu elektrolitu
z zelem powoduje przerwanie obwodu elektrycznego 1 w zwiazku z tym przerwanie procesu
elektroforezy. Inna niedogodno$cia tego rozwigzania jest trudno$¢ z odprowadzeniem ciepta
generowanego przez przeptywajacy prad. Dotyczy to szczegolnie elektroforezy rurkowej. W
przypadku elektroforezy plytowej mozliwe jest odprowadzanie ciepla przez $ciank¢ kontaktujaca
si¢ z jedna z plyt. Zaleta tego typu rozwiazania jest zwykle stosunkowo niska cena dostgpnych na
rynku aparatow.

Metody elektroforetyczne stosowane w praktyce sa pochodnymi lub kombinacja trzech
podstawowych rodzajow separacji. Sa to: elektroforeza strefowa (ang. zone electrophoresis),
izotachoforeza (ang. isotachphoresis) oraz ogniskowanie izoelektryczne (ang. isoelectric focusing).

Elektroforeza strefowa - podstawowy 1 najszerzej stosowany rodzaj elektroforezy. Odbywa si¢ w
nosniku, w ktorym elektrolit ma w catej objgtosci stata warto§¢ pH. Roznica dystansOw migracji
poszczegodlnych makrojondow, w ciagu okreslonego czasu, w bezposredni sposdb wynika z rdznicy
w ruchliwosci elektroforetycznej tych jonéw w nos$niku w obecnosci pola elektrycznego.

Izotachoforeza - w tym rodzaju elektroforezy rozdziat odbywa si¢ w nos$niku, w ktorym wystepuje
nieciagto$¢ wartosci pH. Makrojony separowanej probki migruja w obszarze pomigdzy dwoma
systemami elektrolitdw o roéznej wartosci pH 1 réznej ruchliwosci jonow elektrolitu. Elektrolit
wiodacy (ang. leading electrolyte) zawiera jony o duzej ruchliwosci elektroforetycznej, znacznie
przewyzszajacej ruchliwos¢ makrojonow. Z kolei elektrolit zamykajacy (ang. tailing electrolyte)
zawiera jony o bardzo niskiej ruchliwo$ci elektroforetycznej, zwykle znacznie nizszej od
ruchliwosci makrojonéw. W obszarze pomigdzy tymi dwoma elektrolitami znajduja si¢ separowane
makrojony. Wszystkie jony - wiodace, zamykajace oraz makrojony - migruja w tym obszarze z ta
sama predkoscia ale w Scisle okreslonym porzadku. Najpierw przemieszczaja si¢ jony wiodace, a za
nimi najszybsze makrojony. Potem kolejno makrojony zgodnie z ich malejaca ruchliwoscia 1 w
koncu jony zamykajace. Wynikiem tego rodzaju elektroforezy jest uporzadkowanie makrojonow
zgodnie z ich malejaca ruchliwoscia elektroforetyczna, przy czym separacja ta zachodzi w bardzo
matym obszarze bgdacym granica dwoch systemow elektrolitow. Uzyskuje si¢ w ten sposob
dodatkowy efekt zaggszczania makrojonow w matej objgtosci.

Elektroforeza poliakrylamidowa DNA.
Najlepszy rozdziat uzyskuje si¢ dla DNA o dlugosci mniejszej niz 1000 par zasad. W zelach

tych mozna efektywnie rozdziela¢ takze jednoniciowe fragmenty DNA i RNA. Elektroforezg w
zelach poliakrylamidowych prowadzona jest w aparaturze ustawionej pionowo, a wigc migracja
czasteczek DNA jest zgodna z kierunkiem sity ciazenia, gdzie jednoniciowe DNA charakteryzuja
si¢ spowolniona, w stosunku do dwuniciowego DNA, migracja w zelu. Rozdziat elektroforetyczny
prowadzony jest w buforze TBEx1. Jest to odmiana elektroforezy strefowej natywnej. DNA w Zelu
poliakrylamidowym mozna wybarwia¢ za pomoca np. EtBr lub Sybr Gold.

SteZenie poliakrylamidu [%] |Zakres dlugos$ci rozdzielanego liniowego DNA [kp.z]

3.5 1000-2000
5.0 80-500
8.0 60-400
2, 40-200
15,0 25-150

6-100

2




Zele poliakrylamidowe maja przewage nad zelami agarozowymi z kilku przyczyn:
e zdolno$¢ rozdzielcza zeli poliakrylamidowych jest tak duza, ze mozna rozdziela¢ czasteczki
DNA r6zniace si¢ o 1 p.z.
e studzienke zelu poliakrylamidowego mozna zatladowac znacznie wigksza iloscia DNA niz w
zelu agarozowym
e DNA odzyskany z zelu poliakrylamidowego jest czysty (nie wymaga dodatkowego
czyszczenia przy stosowaniu w biologii molekularnej)

Elektroforeza poliakrylamidowa bialek.

Elektroforeza natywna, to rodzaj elektroforezy strefowej prowadzony zwykle w
poliakrylamidzie w warunkach, w ktorych makroczasteczki pozostaja niezdenaturowane. Zaleta
tego typu separacji elektroforetycznej jest mozliwos¢ odzyskania czasteczek biatkowych w stanie
pelnej aktywnosci biologicznej. Wada za$ jest stosunkowo staba rozdzielczo$¢ metody.
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Rys. 3 Przykiad elektroforezy biatek w warunkach natywnych.
Analizie poddano biatka wyekstrahowane z réznych odmian
jeczmienia. Separacj¢ przeprowadzono w zelu 25S uwodnionym

w buforze do natywne;j elektroforezy pH 5,0, zawierajacym mocznik
i niejonowy detergent.
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Elektroforeza w obecno$ci SDS (strefowa) - ten rodzaj elektroforezy jest najczgsciej
stosowany dla separacji makromolekut biatkowych. Zastosowanie SDS (siarczan dodecylu sodu) -
substancji powierzchniowo czynnej - przyczynia si¢ do znacznego poprawienia rozdzielczosci
techniki elektroforetycznej. Potraktowanie czasteczki biatka przez SDS skutkuje powstaniem
komplekséw biatko-SDS o ustalonym stosunku tadunku elektrycznego do masy. Wykazano, ze 1g
biatka wiaze 1,4g SDS. W kompleksie takim SDS skutecznie maskuje oryginalny tadunek biatka
normalnie wystgpujacy w danym elektrolicie. Wtasciwo§¢ ta pozwala na tatwe i dokladne
oznaczenie mas czasteczkowych rozdzielonych biatek. Obecnos¢ SDS przynosi
szereg korzysci:

e zdecydowana wigkszo$¢ biatek jest rozpuszczalna w elektrolitach zawierajacych SDS,
szczegolnie po redukcji mostkoéw disiarczkowych

e separacja biatek odbywa si¢ zgodnie z ich masami czasteczkowymi

e Dbarwienia kompleksow biatko-SDS jest znacznie wydajniejsze niz samego biatka

e obecnos¢ SDS skutecznie eliminuje enzymatyczna degradacje bialek w trakcie separacji.

Elektroforeza nieciagta - polaczenie izotachoforezy z elektroforeza strefowa prowadzi do jeszcze
lepszych rezultatow separacji bialek. Nosnik elektroforetyczny sktada si¢ z dwoch kontaktujacych
si¢ ze soba czesci wypetlionych elektrolitami o r6znym sktadzie 1 r6znej wartosci pH (rys. 4) (ang.
discontinue electrophoresis or disc-electrophoresis). W gornej czgsci nosnika znajduje si¢ zel
zageszezajacy, czasami okreslany jako ogniskujacy, (ang. stacking gel), w ktérym realizuje si¢
izotachoforeza. Uporzadkowane i zaggszczone tam czasteczki biatka wchodza do drugiej czesdci
no$nika zwanej zelem separujacym (ang. running gel). W tym zelu zachodzi elektroforeza strefowa.
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Zayeszczajacy
Rys 4. Schemat zelu do elektroforezy el
nieciaglaej.Sktad elektrolitow 1 warto§¢ pH obu sepamjacy

zeli oraz ich porowato$ci rdznig sig.

W wyniku polaczenia obu metod uzyskuje sie¢ bardzo ostre prazki zawierajace biatka o tej samej
ruchliwos$ci elektroforetycznej, co czgsto jest interpretowane jako biatka o tej samej masie
czasteczkowej (rys 95).
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Rys 5. Przykiad elektroforezy w obecnosci SDS. Analizie — ——— - -
poddano bialka zwierzgce i ryb ekstrahowane z réznych
tkanek. Rozdziat wykonano w zelu ExcelGel Homogenous 1. - — -
Dwie skrajne $ciezki  zawieraja  standardy mas a.
— — amn

czasteczkowych, co pozwala przyporzadkowac biatkom na
pozostatych Sciezkach odpowiednie masy czasteczkowe.

BARWIENIE I DOKUMENTACIJA.

Ukonczenie rozdziatu elektroforetycznego nie konczy procedury separacji. Wigkszos¢

biatek 1 kwasow nukleinowych nie jest widoczna w §wietle biatym. Niezbedne jest ich wybarwienie
(wizualizacja) w zelach lub na membranach, tak aby uzyska¢ informacj¢ o dystansie ich migracji i
ich ilosci w prazku
Barwienie - stosowanych jest wiele metod wizualizacji zeli i membran. Biatka najczgs$ciej
wybarwia si¢ stosujac naturalne barwniki, takie jak bigkit kumassi (ang. Coomassie Brilant Blue)
czy czern amidowa. Barwnik dodawany jest zwykle do roztworu utrwalajacego potozenie biatka w
zelu (denaturacja 1 unieruchomienie molekul), po czym nadmiar barwnika jest wymywany.
Pozostaje tylko barwnik zwiazany z biatkami. Czulo$¢ takiej detekcji biatek jest stosunkowo dobra.
Mozna w ten sposob znalez¢ 1 ug biatka w prazku. Znacznie bardziej czuta metoda jest barwienie
srebrem. Metoda ta pozwala oznaczy¢ 10 ng biatka w prazku. Przy pomocy srebra mozna rowniez
wybarwi¢ kwasy nukleinowe oraz oligonukleotydy, a czuto$¢ detekcji zblizona jest rowniez do 10
ng DNA na prazek.
Barwienie fluoroforami - tradycyjnie oligonukleotydy barwione sa przy pomocy bromku etydyny,
barwnika wykazujacego wlasciwosci fluorescencyjne. Obraz separacji makroczasteczek moze by¢
wtedy uwidoczniony w $wietle UV (okoto 300 nm). Ten sposdb barwienia wymaga duzej
ostrozno$ci ze strony laboranta ze wzgledu na silnie karcinogenne witasciwosci bromku etydyny.
Obecnie dostepne sa liczne barwniki fluorescencyjne pozwalajace na uwidocznienie biatek 1
oligonukleotydow po zakonczeniu elektroforezy lub wybarwienie makroczasteczek przed separacja.
Wszystkie te znaczniki uwidaczniaja potozenie prazkow w $wietle UV lub rzadziej w $wietle
widzialnym. Czuto$¢ detekcji jest poréwnywalna z barwieniem srebrem lub jest nieco lepsza.

Dokumentacja rozdzialbw - najprostsza forma  dokumentacji  rozdzialow
elektroforetycznych wykonanych w zelach poliakrylamidowych jest ich wysuszenie pomigdzy
warstwa bibuty i celofanu lub pomigdzy dwoma warstwami celofanu. Wysuszony w ten sposob zel
mozna przechowywaé dowolnie dtugo bez widocznego uszczerbku w jakoéci tego dokumentu. Zele
poliakrylamidowe przygotowane na folii mozna suszy¢ bez okrywania celofanem. Trudnos$ci



pojawiaja si¢ wtedy, gdy trzeba wysuszy¢ zel o zawartos$ci akrylamidu powyzej 15%. Odwodnienie
zelu powoduje silne jego obkurczenie 1 w rezultacie pgkanie. Mozna temu przeciwdziataé
wypierajac z zelu wode glicerolem. Zele takie pozostaja jednak nieco lepkie i musza byé okryte
folia. Zele agarozowe nie poddaja sie jednak tej formie dokumentowania. Najprostszym sposobem
utrwalenia informacji zawartej w Zelu agarozowym jest sporzadzenie jego fotografii. Technikg tg
mozna zastosowac¢ réwniez do zeli poliakrylamidowych. Od kilku lat do dokumentacji rozdziatow
elektroforetycznych stosuje si¢ z powodzeniem kamery cyfrowe, a uzyskany obraz
przechowywany jest w formie elektronicznej] w pamigci komputera lub na dyskietkach. Kamery
cyfrowe pozwalaja na uzyskanie i przetworzenie obrazu zZeli i membran wizualizowanych barwnie,
z zastosowaniem znacznikow fluorescencyjnych lub substratow chromogennych.



