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Temat 1 Elektroforeza biatek

Elektroforeza to zjawisko, w ktdrym czgsteczki fazy rozproszonej obdarzone tadunkiem poruszajg sie w nieruchomej
fazie rozpraszajgcej pod wptywem pola elektrycznego do anody lub katody. Wykorzystywane jest do rozdzielania

makroczgsteczek zawierajgcych tadunek, takich jak biatko, DNA czy RNA.

Zastosowanie elektroforezy:

e biochemia biatek i kwasédw nukleinowych, e weterynaria,
e biologia molekularna, e diagnostyka medyczna,
o farmakologia, e kontrola jakosci zywnosci

e medycyna sadowa,

Czynniki wptywajgce na szybkos¢ elektroforezy:

Sita jonowa. Najtatwiej zdefiniowac jg mozna jako miare oddziatywan pomiedzy jonami znajdujgcymi sie w roztworze,
ktéra wptywac bedzie zaréwno na ich zachowanie jak i ich oddziatywanie z polem elektrycznym. Z tej definicji wynika,
ze nalezy utrzymad taki sktad elektrolitu, ktéry zapewni optymalne warunki przeprowadzania rozdziatu. W przypadku
wzrostu stezenia jondw, nastepuje bowiem ograniczenie ich ruchliwosci podczas gdy spadek ich stezenia prowadzi do
niedoboru nos$nikédw tadunku elektrycznego i zwigzku z tym wzrostu opornosci elektrycznej, co przyczynia sie do

zmniejszenia szybkosci rozchodzenia sie czgsteczek w polu elektrycznym.

pH. Miara stezenia jonéw wodorowych w elektrolicie ma szczegdlnie istotne znaczenie w odniesieniu do biatek i
peptydéw, ktérych wypadkowy tadunek elektryczny bedzie przyjmowat wartos¢ réwng zeru przy pewnym pH
roztworu, a same biatka bedg tracity zdolnos¢ do poruszania sie w polu elektrycznym (w swoim punkcie izoelektryczny).
W zwigzku z tym, by separacja biatek byta jak najbardziej skuteczna, konieczne jest utrzymywanie statej wartosci pH
elektrolitu. Ze wzgledu na zjawisko elektrolizy wody, przez ktére dochodzi do ciggtego generowania jonéw H+ na
katodzie i OH- na anodzie, uktad musi podlega¢ buforowaniu. W przypadku kwaséw nukleinowych, obdarzonych
trwatym tadunkiem ujemnym, wynikajgcym z ich budowy (szkielet kwasu fosforanowego) elektroforeza jest znacznie
prostsza, gtéwnie ze wzgledu na brak wtasciwosci amfoterycznych. W przypadku biatek, niezbedne jest nadanie im
przed elektroforeza jednolitego tadunku ujemnego, by byto mozliwe posegregowanie ich pod wzgledem masy

czasteczkowej.

Parametry elektryczne. Zjawisko elektroforezy zachodzi w obecnosci pola elektrycznego. Sita z jakg pole to oddziatuje

na tadunek elektryczny jonu jest proporcjonalna do natezenia tego pola (E [V/m]), a wielkos¢ ta jest proporcjonalna
do napiecia U [V] przytozonego do elektrod. Istnieje duza zalezno$é¢ pomiedzy poszczegdlnymi parametrami oraz
warunkami, w ktdrych zachodzi proces (jak temperatura czy warto$¢ pH), dlatego w procesie elektroforezy stosuje sie

zasilacze umozliwiajgce utrzymanie statej wartosci dla jednego parametru, podczas gdy dla pozostatych okresla sie
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gorne limity wartosci. | tak na przykfad, elektroforeze biatek przeprowadza sie przy statym natezeniu pradu, a kwaséw

nukleinowych przy statym napieciu.

Temperatura. W celu uzyskania powtarzalnych i jak najbardziej doktadnych rezultatow elektroforetycznego rozdziatu
molekut, konieczne jest utrzymywanie takiej temperatury, ktéra bedzie odpowiednia dla danego procesu. Pamietac
przy tym nalezy o tym, ze sam proces dostarcza ciepta, ktére moze doprowadzaé do wzrostu tego parametru w trakcje
trwania procesu. Wzrost temperatury ponad dopuszczang granice w przypadku biatek moze prowadzi¢ do ich
denaturacji, z kolei w przypadku kwaséw nukleinowych, bedzie powodowato topnienie zeli agarozowych, na ktérych
caty proces zachodzi. W obu przypadkach nie uzyskujemy spodziewanego rozdziatu - zatem konieczne jest

kontrolowanie temperatury roztworu, w ktérym prowadzona jest elektroforeza.
Inne czynniki:

o predkosé migracji czgsteczek jest wprost proporcjonalna do ruchliwosci elektroforetycznej, jest wiec wprost
proporcjonalna do fadunku jonu,

o predkosé migracji czasteczek jest odwrotnie proporcjonalna do wielkosci samej czgsteczki (wieksze czgsteczki
poruszajg sie wolniej),

e w zaleznosci od wielkosci molekut, poruszajg sie w zelach z rézng szybkoscig; mate w porédwnaniu do wielkosci
poréw - ] tatwo, zbyt duze w poréwnaniu do wielkosci poréw - nie poruszajg sie. Czasteczki o zblizonym

tadunku moga by¢ wiec segregowane w zaleznosci od swojej wielkosci i masy.
Zele poliakrylamidowe

Przygotowywane sg z roztworu monomerdw akrylamidu i bis akrylamidu oraz substancji sieciujgcych. Akrylamid
pozwala przygotowa¢ nosniki o bardzo gestym usieciowieniu i niewielkich porach, umozliwia to rozdziat

makroczasteczek biatkowych o masach rzedu 5 kDa - 300 kDa.

kDa (kilodalton) to jednostka masy uzywana do opisu wielkosci czgsteczek biologicznych, takich jak biatka. 1 kDa to
1000 Da, a 1 Da odpowiada mniej wiecej masie jednego atomu wodoru. Przyktadowo, wiekszos¢ biatek
wystepujgcych w komérkach ma mase wtasnie w tym zakresie (np. albumina, ok. 66 kDa). Zblizong mase umozliwiajgca

rozdziat elektroforetyczny, majq takze niektore peptydy (np. insulina, ok. 5 kDa).

Akrylamid w postaci spolimeryzowanej jest chemicznie obojetny, zas bis-akrylamid w postaci monomerycznej jest

bardzo silng neurotoksyna.
Typy elektroforezy ze wzgledu na rodzaj komory:

e elektroforeza pozioma,
e elektroforeza pionowa (rurkowa i ptytkowa),

e elektroforeza kapilarna (swobodna oraz elektroforeza na nosniku).
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Pionowa. Najbardziej popularna metoda elektroforezy. Mozna wyrdzni¢ dwa rodzaje takiej elektroforezy:

o elektroforeza rurkowa, kiedy to nosnik elektroforetyczny wypetnia szklane rurki,
o elektroforeza ptytowa, kiedy nosnik znajduje sie na dwdch ptytkach, ktére oddzielone sg od siebie

przektadkami dystansowymi.

Bufor
Rurka e¢lektrodowy
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Rys. 1. Schematyczne przedstawienie rodzajow elektroforezy pionowej. A. elektroforeza rurkowa, B. elektroforeza ptytowa.

Pozioma. W tym typie elektroforezy nosnik umieszczony jest w ptaszczyznie poziomej. Zele nie sg zamkniete pomiedzy
ptytkami i mogg nie by¢ zanurzone w buforze. Zaletg tego rozwigzania jest brak wyciekéw elektrolitu oraz mozliwosc
tatwego odprowadzenia ciepta generowanego w trakcie przeptywu pradu. Elektroforeza potsucha, w ktérej bufory
elektrodowe zamkniete sg w zestalonej agarozie lub w warstwach bibuty filtracyjnej, pozwala ponadto na znaczne

ograniczenie zuzycia chemikaliéw niezbednych do przygotowania buforéw.

l\;:l 3 (:B

Bufor
clektrodowy

Rys. 2. Schematyczne przedstawienie elektroforezy poziomej. A. elektroforeza zanurzeniowa, B. elektroforeza pétsucha.
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Elektroforeza kapilarna. Kapilara o srednicy 50 - 100 um i dtugosci 20-30 cm wypetniona jest przez elektrolit. Oba
konce dwdch kapilar zanurzone s3 w dwdch zasobnikach, ktére wypetnione s3 odpowiednimi elektrolitami. We

wnetrzu kapilar mogg znajdowac sie dwa typy nosnikow i w zaleznosci od nich wyrdznia sie:

o elektroforeze swobodng, kiedy to kapilara wypetniona jest elektrolitem swobodnym,

e elektroforeze na nosniku, kiedy to kapilara wypetniona jest porowatym nosnikiem.

Do obu koncédw kapilar przyktadane jest napiecie, przez co uzyskuje sie we wnetrzu kapilary pole elektryczne.
Przeznaczeniem elektroforezy kapilarnej sg szybkie rozdziaty analityczne i mikropreparatywne. Do detekcji czgsteczek

uzywa sie detektora, ktéry umieszczony jest u ujscia kapilary.
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Rys. 3. Schemat elektroforezy kapilarnej.

Elektroforeza natywna. Metoda, w ktérej makroczgsteczki pozostajg niezdenaturowane. Zaletg tego typu separacji
elektroforetycznej jest mozliwos¢ odzyskania czgsteczek biatkowych w stanie petnej aktywnosci biologicznej. Wada

zas$ jest stosunkowo staba rozdzielczos¢ metody.

e prowadzona na zelu poliakrylamidowym
e rozdzielane czgsteczki nie zostajg zdenaturowane
e rozdzielone czgsteczki zachowujg swoje witasciwosci

e stosunkowo mata rozdzielczos$é

Elektroforeza w obecnosci SDS. Wystepuje najczesciej razem z elektroforezg zelowa, z zelami poliakrylamidowymi.

Poliamid tworzy zatem porowaty zel, a z kolei SDS wywotuje denaturacje biatek (niszczy wigzania niekowalencyjne).

Elektroforeze te mozna przeprowadza¢ w obecnosci 2-merkaptoetanolu lub ditiotreitolu (DTT). Pod ich wptywem
nastepuje zerwanie mostkow disiarczkowych, co pozwala na rozpad biatek oligometrycznych na sktadowe polipeptydy.
Stosunek tadunku do masy w kazdym z polipeptyddw potgczonych z SDS jest w przyblizeniu jednakowy, w taki sposdb
szybkos$¢ poruszania sie jest zalezna od tego, jaki opdr spotyka dana frakcja polipeptydu podczas swojej wedrowki.

Skoro wieksze kompleksy spotykajg wiekszy opdr, wiec mozina rozdzieli¢ na podstawie rdznic w ich masie
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czasteczkowej. Poszczegdlne polipeptydy zatrzymane na zelu poliakryloamidowym mozna uwidoczni¢ za pomoca

barwnikéw, np.: btekit Coomassie.

SDS (siarczan dodecylu sodu) - jest to anionowy detergent denaturujgcy wykorzystywany do separacji biatek. Rozdziat
biatek w tej metodzie zachodzi przede wszystkim na podstawie réznic masy czasteczkowej, poniewaz SDS nadaje

wszystkim biatkom silnie ujemny tadunek.
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Rys. 4. Elektroforeza jednokierunkowa - barwienie CBB

Elektroforeza 2D. Jest to potaczenie dwéch, a czasami wszystkich trzech podstawowych rodzajow elektroforezy.
Procedura rozpoczyna sie od separacji biatek technikg ogniskowania izoelektrycznego. Ten rodzaj separacji wykonuje
sie przy pomocy elektroforezy rurkowej lub na paskach nosnika w elektroforezie poziomej i zwany jest pierwszym
kierunkiem (wymiarem) elektroforezy 1D. Po wykonaniu tego etapu procedury nosnik zawierajgcy rozdzielone biatka
przenoszony jest na zel. Drugim kierunkiem (wymiarem) jest elektroforeza ptytowa, ktdra segreguje biatka wedtug mas
czasteczkowych. Po zakonczeniu procedury 2D i wybarwieniu zelu uzyskuje sie dwuwymiarowg mape rozktadu biatek,
gdzie wspotrzednymi sg wartosci pl (punkt izoelektryczny) oraz masy czgsteczkowe poszczegdlnych czgsteczek
zawartych w odrebnych wybarwionych obszarach. W ten sposdb mozna na jednym Zzelu rozdzieli¢ kilka tysiecy biatek

znajdujacych sie w danym rodzaju komorek.

Metoda ta pozwala na stosunkowo tatwg analize zmian ekspresji genu kodujgcego analizowane biatko (biatka) i jest

wiodgaca technika zaadoptowang na potrzeby programu proteomiki.
1. Pierwszy wymiar elektroforezy (1D - ogniskowanie izoelektryczne): elektroforeza pionowa/rurkowa.
2. Drugi wymiar elektroforezy (2D): elektroforeza ptytowa.

Efekt: po wybarwieniu zelu uzyskuje sie dwuwymiarowa mape rozktadu biatek, gdzie wspdtrzednymi sg wartosci pl

oraz masy czgsteczkowe poszczegdlnych czgsteczek zawartych w odrebnych wybarwionych obszarach
Ogniskowanie izoelektryczne:

e pH buforu zmienia sie w sposdb ciggty od wartosci najwyzszej przy katodzie do najnizszej przy anodzie,

e czgsteczki wedrujg w kierunku elektrod o tadunku przeciwnym do swojego,
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o w elektrolicie zatrzymujg sie w punkcie z pH odpowiadajgcemu ich pl.
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Rys. 5. Schemat elektroforezy dwukierunkowe;j

Rys. 8. Zestaw do elektroforezy.
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Wykorzystanie kliniczne:

Rys. 9. Aparat do elektroforezy na zelu agarozowym do szybkiej elektroforezy dla potrzeb klinicznych
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Rys. 10. Elektroforeza na zelu agarozowym — 14 préb osocza psa oraz kontrola - osocze ludzkie (ostatnie po prawej)

- Rysunek 11. Analiza densytometryczna rozdziatu
elektroforetycznego jednej proby wraz z wynikami udziatu

poszczegdlnych frakcji w %.

Frazioni %
Albumina 51,1
Alfa1 4,7
i Alfa 2 16,1
Beta 1 9,0
Beta 2 10,5
Gamma 8,6
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