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ELEKTROFORETYCZNY ROZDZIAL DNA W ZELU AGAROZOWYM

Agaroza to polisacharyd bedacy polimerem pochodnych galaktozy, otrzymywany
przez oczyszczanie z agaru jadalnego. Agaroza jest tatwo rozpuszczalna w wodzie,
w temperaturze pokojowej odwracalnie tworzy zel. Temperatura przejscia zelu w zol
(potocznie topnienie agarozy) jest wyzsza od temperatury zestalania.

Elektroforeza DNA w zelu agarozowym jest standardowa metodg pozwalajgca
rozdzieli¢, zidentyfikowaé lub oczysci¢ fragmenty DNA. Do zalet tej metody nalezy zaliczy¢
jej prostote a takze mozliwo$¢ bezposredniej lokalizacji fragmentow DNA w Zelu przy
pomocy barwnika interkalujgcego — bromku etydyny

Czynniki wptywajace na tempo migracji DNA w zelu agarozowym.

Masa czasteczkowa DNA:

Wigksze czasteczki DNA migruja wolniej niz czasteczki mate ze wzgledu na wigksze
opory ruchu oraz wigksze trudno$ci w penetrowaniu poréw zelu bedacego rodzajem sita
molekularnego. Tempo migracji jest odwrotnie proporcjonalne do logarytmu dziesigtnego
ilosci par zasad.

Stezenie agarozy:

Zwigkszajac stezenie agarozy zwalnia si¢ tempo migracji DNA w zelu. Na podstawie

prac doswiadczalnych ustalono optymalne st¢zenie agarozy do rozdziatow fragmentow DNA

o okreslonej wielkosci. Dane te przedstawiono w tabeli:

Optymalne stezenie agarowy

Wielkos$¢ czasteczki DNA (kb) Stezenie agarozy (%ow/v)

5-60 0,3

1-20 0,6
0,8-10 0,7

05-7 0,9

0,4-6 1,2

0,2-3 1,5

0,1-2 2,0



http://pl.wikipedia.org/wiki/Polisacharyd
http://pl.wikipedia.org/wiki/Galaktoza
http://pl.wikipedia.org/wiki/Agar
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Stosowane napie¢cie pradu podczas elektroforezy:

Przy niskich napigciach tempo migracji liniowych czasteczek kwasow nukleinowych
jest wprost proporcjonalne do napigcia. Zalezno$¢ ta przestaje obowigzywaé dla duzych
czasteczek DNA rozdzielanych przy zastosowaniu wysokich napi¢é¢, dlatego tez w czasie
rozdzialu czasteczek wigkszych niz 2000 pz (2 kb) nie nalezy stosowac napigcia wickszego
niz 5 V/em.

Temperatura rozdzialu:

Temperatura w jakiej dokonuje si¢ rozdzialu w zakresie od 4°C do temperatury
pokojowej nie wpltywa w istotnym stopniu na elektroforetyczne wiasciwosci DNA. Ma
jednakze wplyw na bierng dyfuzje kwaséw nukleinowych w zelu, co moze mie¢ wplyw
(szczegolnie w przypadku wyzszych temperatur a takze mniejszych fragmentow DNA) na
ostro§¢ prazkoéw. Obnizenie temperatury podczas rozdzialu powoduje wyostrzenie
poszczegolnych prazkow. W celu przeprowadzenia elektroforezy w obnizonej temperaturze
nalezy zastosowac aparat z wymiennikiem ciepta.

Bromek etydyny:

Obecnos¢ bromku etydyny w buforze do elektroforezy (i zelu) lub w barwniku do
probek zwalnia tempo przemieszczania si¢ czasteczek o ok. 15%.

Sklad i sila jonowa buforu:

W Dbuforze o niskiej sile jonowej DNA przemieszcza si¢ bardzo wolno. W wypadku
stosowania buforu o duzej sile jonowej wydzielana jest duza ilo$¢ ciepta, ktére moze
spowodowac roztopienie agarozy i denaturacje DNA. Najpowszechniej stosowany jest bufor
TAE.

Elektroforeze natywnego RNA przeprowadza si¢ wedtug tych samych zasad co
elektroforez¢ DNA. Jednakze wigkszo§¢ czasteczek RNA tworzy ztozone struktury
drugorzedowe co powoduje, ze szybkos¢ migracji takich czasteczek RNA nie jest
proporcjonalna do ich wielkosci. Ponadto, czasteczki takie moga tworzy¢ kilka form
widocznych na zelu w postaci oddzielnych prazkow. Totez, probki RNA przed elektroforeza

czesto poddaje si¢ denaturacji i elektroforeze przeprowadza si¢ w warunkach denaturujacych.
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Materialy i odczynniki
1. Bufor prébkowy do elektroforezy RNA 2x st¢zony:
95% formamid
0,025 % SDS
0,025% bigkit bromofenolowy
0,025% bromek etydyny
0,5mM EDTA, w wodzie
2. Bufor probkowy do elektroforezy DNA:
10 mM Tris-HCI, pH 8,0
30 % glicerol
0,04% bflekit bromofenolowy
3. Bufor TAE 50 x stezony:
242 g Tris
57,1 ml kw. octowy lodowaty
100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
dopetni¢ H20 do 1000 ml
4. Agaroza
5. Bromek etydyny 10 mg/mi
6. Markery do elektroforezy kwaséw nukleinowych

7. Zestaw do elektroforezy kwaséw nukleinowych

Wykonanie ¢wiczenia
Uwaga! Prace z bromkiem etydyny wykonywa¢ w rekawicach ochronnych.
Zgodnie z zaleceniami prowadzacego C¢wiczenia, przygotowa¢ 100 ml 0,7% lub
1% roztworu agarozy w buforze TAE. W tym celu odpowiednio 0,7 g lub 1 g agarozy
rozpusci¢ w 100 ml buforu TAE ( 2 ml 50x stezonego buforu TAE + 98 ml H.O). Agaroze
gotowac przez ok. 2 minuty w celu dobrego rozpuszczenia. Nastgpnie roztwor agarozy
schtodzi¢ do temp. 60-70°C i doda¢ 5 pl roztworu bromku etydyny. Doktadnie wymieszaé,
wyla¢ na plytke 1 pozostawi¢ do zastygnigcia.
Badane probki DNA lub RNA zawiesi¢ w buforze probkowym do elektroforezy,
odpowiednio, DNA lub RNA. Plytke z zastygnietym zelem agarozowym umiesci¢ w aparacie
do elektroforezy. Aparat napetni¢ buforem elektrodowym (1x stezony TAE). Na Zel nanosi¢

po 5-30 ul probek kwasow nukleinowych. Rozdzial prowadzi¢ przy napigciu 100V dopoki
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czoto barwnika nie dotrze do 3/4 dtugosci zelu. Po zakonczonej elektroforezie obserwowac

rozdzielone kwasy nukleinowe pod lampg UV.

ELEKTROFORETYCZNY ROZDZIAL BIALEK W ZELU
POLIAKRYLAMIDOWYM

Zel poliakrylamidowy posiada nastepujace cechy: jest bezbarwny, pozbawiony
tadunkéw, odznacza si¢ duza wytrzymato$cia mechaniczng, tatwy w przygotowaniu
i formowaniu w odpowiednich naczyniach. Zel poliakrylamidowy to tancuchy akrylamidu
(H2C=CH-CO-NH2) potaczone wigzaniami poprzecznymi za pomoca N,N’-metyleno-bis-
akrylamidu (H.C=CH-CO-NH-CH>-NH-CO-CH=CHy>). W ten spos6b tworzy si¢ sie¢, przez
»oczka »  ktorej migrujg rozdzielane czasteczki. Wielkos¢ ,,oczek™ sieci zelu zalezy od
stezenia akrylamidu oraz bisakrylamidu. Polimeryzacja zelu odbywa si¢ w obecnosci
nadsiarczanu amonu (APS) oraz N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiaminy (TEMED).

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (PAGE) umozliwia rozdziat czasteczek
biatkowych réznigcych sie wielkoscig 1 tadunkiem elektrycznym. Rozdziat ten mozna
prowadzi¢ w warunkach niedenaturujacych oraz w warunkach denaturujacych. Elektroforeza
biatek w warunkach denaturujacych okreslana skrotem SDS-PAGE odbywa si¢ w obecnosci
soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS), ktory jest detergentem jonowym. SDS taczac sie
z grupami hydrofobowymi aminokwasow nadaje biatkom tadunek ujemny. Sprawia to,
ze migrujg one w kierunku dodatniej anody. Ilo$¢ zwigzanego SDS jest proporcjonalna do
wielkos$ci czasteczek biatkowych. Dzigki temu rozdzielajg si¢ one w zelu pod wzgledem masy
czasteczkowej. Polipeptydy o nizszej masie czasteczkowej migruja szybciej, za$ wigksze
wolniej. Metoda SDS-PAGE stosowana jest miedzy innymi do: identyfikacji i monitorowania
sktadu mieszaniny bialek, sprawdzania jednorodnosci (homogennosci) biatek, oznaczania
masy czasteczkowej biatek, analizy struktury podjednostkowej aktywnych biologicznie

kompleksow biatkowych.
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Elektroforeza w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)

Materialy i odczynniki
1. 30%roztwor akrylamidu + 0,8% roztwor bisakrylamidu
2. 1,5M roztwor Tris - HCI pH 8,8
3. 0,5M roztwor Tris - HCI pH 6,8
4.10% roztwor SDS
5. 10% roztwoér APS
6. TEMED
7. Bufor probkowy (4x stezony) :
1,25M roztwor Tris-HCI pH 6,8 0,5ml

Glicerol 1,0ml
10% roztwor SDS 2,0ml
DTT 154mg
H20 1,3ml

1% roztwor biekitu bromofenolowego 200l

8. Bufor elektrodowy:

Glicyna 14,49
Tris 3,09
SDS 1,09

uzupetni¢ woda do 1000ml
9. Wzorce biatkowe

10. Zestaw do elektroforezy biatek

Przygotowanie zelu i probek bialkowych
Umyte 1 odtluszczone specjalne plytki szklane do elektroforezy ztozy¢ zgodnie
ze wskazéwkami prowadzacego ¢wiczenia. Przygotowaé zel poliakrylamidowy wedlug

przepisu:
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Uwaga! Prace z akrylamidem wykonywa¢ w rekawicach ochronnych.

Roztwory dodawa¢é¢ wg przedstawionej kolejnosci.

TEMED - inicjator polimeryzacji, dodawa¢ jako ostatni skladnik,

bezposrednio przed wylaniem mieszaniny miedzy plytki !

Zel separujacy
ODCZYNNIK Zel 10% | Zel 12% | Zel 13,8% | Zel 15%
(8 ml) (8 ml) (8 ml) (8 ml)
H20 3,1 mil 2,6 ml 2,2ml 1,8 ml
30% akrylamid + 1%bisakrylamid 2,7 ml 3,2ml 3,6 ml 4,0 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,0 ml 2,0 ml 2,0 ml 2,0 ml
10% SDS 80 ul 80 ul 80 ul 80 ul
10% APS 80 ul 80 ul 80 ul 80 ul
TEMED 8 ul 8 ul 8 ul 8 ul
Zel zageszczajacy
ODCZYNNIK na 2,5 ml zelu na 5,0 ml zelu
H20 1,3ml 2,6 ml
30% akrylamid + 1%bisakrylamid 0,5 mi 1,0 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 0,625 mi 1,25 ml
10% SDS 25 ul 50 pl
10% APS 25 ul 50 pl
TEMED 2,5 ul 5 ul

Polimeryzacj¢ Zelu wykona¢ migdzy przygotowanymi plytkami szklanymi, zgodnie

ze wskazdwkami prowadzacego ¢wiczenia .

Probki do analizy przygotowa¢ w nastepujacy sposob: do kazdej probowki

zawierajgcej analizowane biatka lub wzorce biatkowe (1-30 ug biatka w objetosci 30 pul)

doda¢ po 10 pl buforu prébkowego (4x stezonego) 1 wymieszac. Nastepnie, probki ogrzewac

7
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przez 3 min. w temp. 90°C. Bufor probkowy zawierajacy SDS i DTT niszczy strukture
natywng biatek w podwyzszonej temperaturze.

Plytki ze spolimeryzowanym zelem poliakrylamidowym umie$ci¢ w aparacie do
elektroforezy. Aparat napelni¢ buforem elektrodowym. Przygotowane probki biatkowe
ostroznie nanies¢ do studzienek w zelu zageszczajacym. Rozdziat prowadzi¢ pod napigciem
150V tak dlugo, az barwnik przesunie si¢ do konca zelu separujacego. Wylaczy¢ zasilacz,

wyjac ptytki z zelem do wybarwienia .
Barwienie bialek po elektroforezie
Celem uwidocznienia oraz identyfikacji rozdzielonych prazkow biatkowych, zel

poliakrylamidowy po elektroforezie poddaje si¢ barwieniu. Najczesciej stosuje si¢ tu roztwor

barwnika Coomassie lub barwienie metodg srebrowg .

A. Barwienie bl¢kitem Coomassie

Odczynniki

Mieszanina barwigca:
Metanol 400 ml
Kwas octowy 100 ml
H20 500 ml

Biekit Coomassie 2,59

Odbarwiacz:

Metanol 400 ml
Kwas octowy 100 ml
H20 500 ml

Wykonanie ¢wiczenia
Wyjety zel poliakrylamidowy umiesci¢ w roztworze barwnika na okres okoto
15-30 min. Po tym czasie, zla¢ barwnik, zel przepluka¢ woda a nastgpnie odbarwia¢ go

roztworem odbarwiajacym tak dlugo, az widoczne stang si¢ rozdzielone prazki biatka. Po
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wybarwieniu zel wysuszy¢. Barwienie bigkitem Coomassie pozwala na wykrycie prazkow

biatkowych zawierajacych okoto 0,1 pg biatka.

B. Barwienie srebrem
Jest to metoda 10-100 razy czulsza od metody barwienia biatek biekitem Coomassie.
W metodzie srebrowej wiekszos¢ bialek ulega zabarwieniu na kolor czarny lub brazowy.

Lipoproteiny wybarwiaja si¢ na niebiesko, a glikoproteiny na bragzowo lub czerwono.

METODA |
Odczynniki
Nrl. 10% roztwor kwasu trichlorooctowego (TCA)
Nr2. 2%  roztwor bigkitu Coomassie G - 250

Nr 3. Roztwor do barwienia koloidalnego:

(NH4)2SO04 709

85% H3PO4 23,6 ml

Metanol 200 ml

uzupehi¢ woda do 950 ml
Nr4. 0,2 mM roztwor DTT: 10 ul 2M DTT w 100 ml H,0O
Nr5. 0,1% roztwor AgNOs: 50 mg AgNOz w 50 ml H20

Nr6. 3% roztwor Na,COs + 0,018% HCHO: 7,5 g Na2COs
125 ul 37% HCHO w 250 ml H,O
Nr 7. 20% kwas cytrynowy: 5 g kw. cytrynowego w 25 ml H.0

Uwaga! Odczynniki nr 4, 5, 6 przygotowa¢ bezposrednio przed uzyciem.

Barwienie wykonywa¢ w kuwecie przeznaczonej wylacznie do tego celu.

Wykonanie éwiczenia

1. Zel poliakrylamidowy po elektroforezie utrwalaé przez 1 godz. w 50ml 10% TCA .

2. Pluka¢ 3 x 5 min w 100 ml wody destylowanej.

3.Barwi¢ zel przez 1godz. w 50 ml roztworu do barwienia koloidalnego, zawierajacego
2,5 ml 2% bilekitu Coomassie.

4. Phukac¢ 3 x 5 min. w 100 ml wody destylowane;j.
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5. Pluka¢ 10 min. w 50 ml wody destylowanej, w goracej tazni wodnej stale mieszajac.

6. Doda¢ 50 ml 0,2M DTT i miesza¢ przez nastepnel0 min. w goracej tazni wodnej.

7. Przeptuka¢ zel w 100 ml wody destylowane;.

8. Barwi¢ w 50 ml 0,1% AgNOs w goracej tazni wodnej przez 10 min. stale mieszajac.

9. Przeptukac¢ zel 100 ml wody destylowanej.

10. Doda¢ 50ml roztworu wywotywacza barwy (odczynnik nr 6) na okoto 30 sek., nastgpnie
zla¢ go 1 powtoérnie doda¢ 50 ml §wiezego wywotywacza. Catos¢ doktadnie mieszaé¢. Z chwilg
pojawienia si¢ pierwszych prazkow biatkowych doda¢ pozostala porcje wywotywacza i
cato$¢ miesza¢ do momentu pojawienia si¢ wyraznych prazkow biatkowych.

11. Zatrzyma¢ barwienie przez dodanie 25 ml 20% kw. cytrynowego (odczynnik nr 7).

METODA lI
Odczynniki
1. Roztwér A (40 ml metanolu, 13,5 ml 37% formaldehydu, 46,5 ml H>O)
2. Roztwor B - 0,02% Na2S203 (0,02 g Na2S203 w 100 ml H20)
3. Roztwoér C - 0,1% AgNOs (100 mg AgNOs w 100 ml H20)
4. Roztwor D (3 g NaxCOz + 50 pl 37% formaldehydu + 2 ml 0,02% Na2S203 — dopehié
wodg do 100 ml)
5. Roztwor E — 20% kwas cytrynowy ( 10 g kw. cytrynowego w 50 ml H20)
Uwaga! Roztwory A, B, C, D przygotowa¢ bezposrednio przed uzyciem. Barwienie
wykonywa¢ w naczyniu przeznaczonym wylacznie do tego celu.
Wykonanie ¢wiczenia
Zel poliakrylamidowy po elektroforezie utrwalaé przez 10 min. w 100 ml roztworu A.
Phuka¢ 2 x 5 min. w 100 ml wody dejonizowanej.
Doda¢ 100 ml roztworu B i miesza¢ przez 2 min.
Ptukac¢ 2 x 20 sek. w 100 ml wody dejonizowane;.
Barwi¢ w 100 ml roztworu C, stale mieszajgc przez 10 min.
Phuka¢ 3 x 15 sek. w 100 ml wody dejonizowanej.
Ptukac zel 20 sek. w 10 ml roztworu D.

© N o o~ w DN PE

Doda¢ 90 ml roztworu D (wywolywacza barwy) i miesza¢ do momentu pojawienia si¢
wyraznych prazkéw biatkowych.

9. Phukac 3 x 20 sek. w 100 ml wody destylowane;.

10. Zatrzyma¢ barwienie przez dodanie 50 ml roztworu E na 10 min.

11. Przeptuka¢ zel wodag i zeskanowac lub wysuszyc¢.

10
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ILOSCIOWE OZNACZANIE BIALKA

METODY SPEKTROFOTOMETRYCZNE

Biatka charakteryzuja si¢ zdolnos$cig absorpcji promieniowania ultrafioletowego,
ktorej maksimum przypada na fale o dlugosci 280nm oraz 235nm. Wigze si¢ to z obecnoscia
aminokwasow aromatycznych (tyrozyna, tryptofan) oraz wigzan peptydowych w tancuchu
polipeptydowym. Na wartos¢ absorpcji moga wplywaé zanieczyszczenia kwasami
nukleinowymi, dla ktérych maksimum absorpcji promieni UV przypada na fale o dtugosci
260nm.

Metoda Beavena i Holidaya

Zasada metody polega na spektrofotometrycznym pomiarze absorpcji promieni UV o
dhugosci 280 nm oraz 260 nm, przez jednocentymetrowg warstwe badanego roztworu bialka.

Uzyskane warto$ci podstawia si¢ do wzoru i oblicza st¢zenie biatka w mg/ml:

Chiatka(mg/ml) = 1,55 Azgo - 0,76 Azeo

Metoda ta obarczona jest pewnym btedem, wynikajacym z rdéznej zawartoSci
aminokwasOw aromatycznych w roznych bialkach oraz zanieczyszczen kwasami

nukleinowymi.
Metoda Whitakera i Granuma

Jest to metoda spektrofotometrycznego oznaczenia stezenia biatka, w ktorej wykonuje
si¢ pomiar absorpcji promieni UV o dtugosci fali 280 nm oraz 235 nm. Otrzymane wartos$ci

absorpcji podstawia si¢ do wzoru i oblicza stezenie biatka w mg/ml.

C biatka(mg/ml) = Azis;SAlzso

W oznaczeniach stgzenia biatka ta metoda nie przeszkadza obecnos¢ kwasow
nukleinowych, dla ktorych warto$¢ absorpcji fal swietlnych o dtugosci 235 nm i 280 nm jest

taka sama.

11
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Odczynniki
Roztwory badanych bialek.

Wykonanie ¢wiczenia

Przeprowadzi¢ spektrofotometryczny pomiar absorpcji promieni UV przez badany
roztwor biatka przy trzech dtugosciach fal 235 nm, 260 nm oraz 280 nm. Pomiar wykona¢
wzgledem proby kontrolnej (bufor lub H2O dest. bez biatka). Jesli zaistnieje koniecznosc,
(tzn. wielko$¢ absorpcji przekracza 1), nalezy probke biatka rozcienczy¢, a nastepnie
uwzgledni¢ to przy obliczaniu jego stezenia. Znajac warto$¢ absorpcji (A) obliczy¢ stezenie

biatka wedtug podanych wyzej wzorow.

METODA KOLORYMETRYCZNA

Metoda Bradforda

Metoda ta pozwala na szybkie oznaczenie st¢zenia biatka w roztworze. W metodzie
Bradforda wykorzystywana jest zdolno$¢ biatka do tworzenia kompleksu z barwnikiem
zwanym biekitem Coomassie (Coomassie Brilliant Blue). Bigkit Coomassie
w $rodowisku kwasnym posiada zabarwienie brunatne, ktore zmienia si¢ na biekitne w reakcji
z biatkiem. Nate¢zenie barwy jest proporcjonalne do st¢zenia biatka. Absorpcj¢ powstatego

kompleksu barwnego odczytuje si¢ w zakresie §wiatla widzialnego przy dtugosci fali 595 nm.

Odczynniki
1. Odczynnik Bradforda (preparat handlowy)
2. Roztwor wzorcowy albuminy wotowej o stezeniu 100ug/ml

3. Roztwor badanego biatka

Wykonanie ¢wiczenia
a) wykreslenie krzywej wzorcowej
Przygotowa¢ 8 ponumerowanych probowek, do ktérych odmierzy¢ (wedlug tabeli)

nastepujace ilosci roztworu biatka wzorcowego 1 wody destylowanej:

12
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Nr probowki 1 2 3 4 5 6 7 8
W?zorzec albuminowy (ul) 20 |40 |80 |[100|120|160|200 |O
Woda (ul) 780 [ 760 | 720 | 700 | 680 | 640 | 600 | 800
[lo$¢ biatka w probie (ug) 2 4 8 10 |12 |16 |20 0

Do wszystkich proboéwek doda¢ po 0,2 ml odczynnika Bradforda i doktadnie wymieszac.
Po uplywie 5 min, zmierzy¢ absorpcje w kolorymetrze przy dtugosci fali 595nm.
Pomiaréow dokonywaé¢ wzgledem proby kontrolnej (nr 8). Wykresli¢ krzywa wzorcowa

odktadajac na osi odcigtych (X) stezenia biatka, a na osi rzednych (Y) warto$ci absorpcji.

b) wykonanie pomiaru w badanej probce bialtka.

Do dwoch proboéwek odmierzy¢ 2 — 20 ul badanego roztworu biatka (zgodnie z zaleceniami
prowadzacego ¢wiczenia) i uzupelni¢ woda do objetosci 0,8 ml. Do wszystkich probowek
doda¢ po 0,2 ml odczynnika Bradforda i doktadnie wymieszaé. Po uptywie 5 min, zmierzy¢
absorpcje w kolorymetrze przy dtugosci fali 595 nm.

Stezenie biatka odczyta¢ z przygotowanej krzywej wzorcowej.

13
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ILOSCIOWE OZNACZANIE KWASOW NUKLEINOWYCH

METODA SPEKTROFOTOMETRYCZNA

Kwasy nukleinowe charakteryzuja si¢ zdolnoscig absorpcji promieniowania
ultrafioletowego, ktorej maksimum przypada na fale o dlugosci 260 nm. Na wartos¢ absorpcji
moga wpltywac zanieczyszczenia biatkami, dla ktérych maksimum absorpcji promieni UV
przypada na fale o dlugosci 280 nm i 235 nm. Zasada metody polega na
spektrofotometrycznym pomiarze absorpcji promieni UV o dhlugosci 260 nm, przez
jednocentymetrowg warstwe badanego roztworu kwasu nukleinowego i obliczeniu jego
stezenia wiedzac ze, absorpcja (A) o wartosci A = 1 odpowiada okoto 50 pg/ml
dwuniciowego dsDNA, okoto 33 pg/ml jednoniciowego ssDNA oraz okoto 40 pg/ml
jednoniciowego ssSRNA i 20 -30 ug/ml oligonukleotydow.

Przyktad oznaczenia stezenia RNA

Objetos¢ probki RNA: 100 pl
Rozcienczenie: 10 pl probki RNA + 490 ul dest. wody (rozcienczenie 1/50)
Ao rozcienczonej probki = 0.55
Stezenie RNA =40 pg/ml x Aze0 X rozcienczenie

=40 pg/ml x 0.55 x 50

= 1100 pg/ml
Calkowita ilos¢ RNA = stezenie x objetos¢ probki w ml

=1100 pg/ml x 0,1

=110 pg RNA

Poniewaz tak roztwory DNA jak 1 RNA cze$ciowo absorbujg swiatlo przy dtugosci fali
280 nm, a roztwory bialek czg¢§ciowo pochtaniajg §wiatto réwniez przy dlugosci fali 260 nm,
stosunek odczytu przy dtugosci fali 260 nm i 280 nm (Azeo/Azg0) informuje o czystosci
kwasow nukleinowych. W przypadku dobrej izolacji warto$¢ Azeo/Azs0 dla DNA wynosi 1,8
—2,0,adlaRNA19-21.

Odczynniki
Roztwory badanych kwasow nukleinowych.
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Wykonanie ¢wiczenia

Przeprowadzi¢ spektrofotometryczny pomiar absorpcji promieni UV przez badany
roztwor kwasu nukleinowego przy dwoch diugosciach fal 260 nm oraz 280 nm. Pomiar
wykona¢ wzgledem proby kontrolnej (bufor lub H.0). Jesli zaistnicje konieczno$¢ (tzn.
wielkos$¢ absorpcji przekracza 1), nalezy probke kwasu nukleinowego rozcienczy¢ (najlepiej
woda), a nastepnie uwzglednic to przy obliczaniu jego st¢zenia. Znajac wartos¢ absorpcji (A)

obliczy¢ czysto$¢ i stezenie badanego kwasu nukleinowego.

WYSALANIE BIALEK

Dzigki obecnosci grup polarnych w biatkach, nastepuje wigzanie czasteczek wody,
ktére wytwarzajg tzw. plaszcz hydratacyjny. Dodanie niektérych soli (np. siarczanu amonu
badz siarczanu magnezu) do roztworu biatka, powoduje jego odwodnienie, co prowadzi do
wytracenia bialka z roztworu. Proces ten nosi nazwe wysalania. Wysolone biatko mozna
ponownie rozpusci¢ w wodzie lub w odpowiednim buforze bez straty jego wiasciwosci
biologicznych. Dzigki temu wysalanie bialek stosuje si¢ czgsto w praktyce jako jeden
z etapow ich tagodnego wydzielania z roztworu. Aby uzyskaé okreslony stopien nasycenia
siarczanem amonu, nalezy dokladnie zna¢ objeto§¢ badanego roztworu i na podstawie
zalaczonej tabeli (patrz strona 54) odwazy¢ potrzebng ilos¢ gramow soli. Podczas procedury
wysalania biatek wazna jest znajomos¢ temperatury roztworu. Wytrgcone biatka obserwuje
si¢ jako bezpostaciowe lub ktaczkowate osady zawierajace pewnag ilo$¢ soli, ktora wptywa
ujemnie na pomiar stezenia biatka. Usunigcie soli z roztworu bialtka mozliwe jest poprzez

dializeg.
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DIALIZA BIALEK

Metoda dializy pozwala m.in. na wusunigcie soli 1 innych zwigzkow

niskoczasteczkowych z roztworu biatka oraz zmiane¢ buforu w ktorym biatko jest zawieszone.

Materialy i odczynniki

2% roztwor weglanu sodu

0,5 M roztwoér EDTA, pH 8,0

Rozwor badanego biatka

Roztwér dializacyjny (zgodnie z zaleceniami prowadzacego)

Celulozowe ,,weze” do dializy

Zaciski do ,,wezy” dializacyjnych

Wykonanie éwiczenia

1.

Ucig¢ potrzebng dhugos¢ ,,weza” dializacyjnego i gotowaé przez 10 minut w 200 ml
2% roztworu weglanu sodu z dodatkiem 1 mM EDTA w celu usunigcia metali
cigzkich i siarczkow. Dhugos$é ,,weza” obliczy¢ nastepujaco:

- dlugo$é dializowana (mm) = [poj.(w ul) x 3,2] / [szer. ,,weza”? (W mm?)]

- doda¢ 10 % dtugosci dializowane;j

- doda¢ 4 cm na zaciski

Po ozigbieniu, doktadnie przeptukaé ,,weze” woda destylowang (tak przygotowane
,We¢ze” mozna przechowywa¢ w wodzie z dodatkiem substancji konserwujacych, np.
NaNsw 4°C).

Jeden koniec przygotowanego ,,weza” zamknaé zaciskiem tak, aby wystawat on co
najmniej na 1 cm. Otrzymany woreczek wypeni¢ woda destylowang w celu
sprawdzenia jego szczelnosci.

Po wylaniu wody, napetni¢ woreczek roztworem biatka przygotowanym do dializy.
Z niewypelnionej czg$ci woreczka usung¢ powietrze $ciskajac delikatnie woreczek
nad plynem.

Zamkng¢ zaciskiem drugi koniec ,,weza” 1 umieSci¢ woreczek w roztworze
dializacyjnym. Dialize nalezy prowadzié, przy statym mieszaniu, w temperaturze 4°C.
Roztwor dializacyjny powinien by¢ zmieniany co najmniej 3 razy w trakcie trwania

dializy. Zaleca si¢ wymiane¢ po uplywie 2-4 godzin, 6-8 godzin i 10-14 godzin.
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Calkowita objetos¢ roztworu powinna by¢ ok. 100 razy wigksza niz objetos¢ probki

biatkowe;j.

Po zakonczeniu dializy, zdja¢ jeden zacisk, otworzy¢ woreczek i usunaé roztwor

za pomocg pipety.
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TABELA WYSYCEN (NH4)2SO4 (temp. pokojowa)

Koncowe nasycenie siarczanem amonu w %

10120 | 25 [ 30 | 33 | 35|40 | 45|50 | 55|60 )65 70 (75 ] 80| 90 | 100
Nasycenie
poczatkowe
% llo$¢ graméw siarczanu amonu, ktora nalezy dodaé¢ do 1 dm? roztworu

O | 56 (114|144 1176|196 | 209|243 | 727|313 |351|390 (430 |472|516 (561|662 | 767
10 57 | 86 | 118 | 137 | 150 | 183 | 216 | 251 | 288 | 326 | 365 | 406 | 449 | 494 | 592 | 694
20 29 | 59 | 78 | 91 | 123155189 | 225|262 | 300 | 340 | 382 | 424 | 520 | 619
25 30 | 49 | 61 | 93 | 125|158 | 193|230 | 267 | 307 | 348 [ 390 | 485 | 583
30 19 | 30 | 62 | 94 | 127 | 162 | 198 | 235 | 273 | 314 | 356 | 449 | 546
33 12 | 43 | 74 | 107|142 | 177 | 214 | 252 | 292 | 333 | 426 | 522
35 31 | 63 | 94 | 129|164 200 | 238 | 278 | 319 | 411 | 506
40 31 | 63 | 97 (132|168 | 205 | 245|285 | 375 | 469
45 32 1 65| 99 (134171210 ]250 (339 | 431
50 33 | 66 | 101137 176|214 )302| 392
55 33 | 67 [ 103141179264 | 353
60 34 | 69 105143227 314
65 34 | 70 107|190 | 275
70 35 | 72 | 153 ] 237
75 36 | 115 198
80 77 | 157
90 79

Uwaga ! Przystepujac do wysalania bialek w temperaturze 4°C nalezy pomnozy¢

wyliczong z Tabeli ilo§¢ gramow siarczanu amonu przez wspoélczynnik 0,92, ktory

uwzglednia zmniejszona rozpuszczalnos¢ tego zwiazku w nizszej temperaturze.

Przyklad : Jezeli procedure wysalania biatka (0% - 50% nasycenia) prowadzimy w temp. 4°C,

wowczas na 1 dm® roztworu biatka nalezy przygotowaé odwazke 288g (313 g x 0,92)

siarczanu amonu. By zwiekszy¢ nasycenie siarczanem amonu od 50% do 100%, nalezy

odwazy¢ dodatkowo 360g (392 g x 0,92) soli.
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Tabela 1
Symbole wielokrotnosci i utamkéw dziesigtnych
Symbol Okreslenie Przeliczenie
T Tera- 10%2 1 000 000 000 000
G Giga- 10° 1 000 000 000
M Mega- 106 1000 000
k Kilo- 103 1000
h Hekto- 102 100
dk Deka- 101 10
d Deci- 10 0,1
c Centi- 102 0,01
m Mili- 107 0,001
u Mikro- 10°© 0,000 001
n Nano- 10° 0,000 000 001
p Piko- 1012 0,000 000 000 001
Tabela 2
Przyblizona molowo$¢ i cigzar wlasciwy stezonych kwasow
Zwigzek Procent Molowos¢ Otrzymanie Ciezar
wagowy M molowego wilasciwy
roztworu (ml/l)
Kwas azotowy 70 15,7 64 1,42
Kwas fosforowy 85 14,8 68 1,70
Kwas nadchlorowy 60 9,2 109 1,54
Kwas nadchlorowy 70 11,6 86 1,67
Kwas octowy 99,5 17,4 58 1,05
Kwas siarkowy 96 18 56 1,84
Kwas solny 37 12 84 1,19
Tabela 3
Barwy promieniowania widzialnego
Przyblizony zakres Barwa Barwa
dhugosci fali dopetiajaca
(mp)
400-450 fioletowa z6ttozielona
450-480 niebieska z6lta
480-490 zielononiebieska pomaranczowa
490-500 niebieskozielona czerwona
500-560 zielona purpurowa
560-575 z6ltozielona fioletowa
575-590 z6Mta niebieska
590-625 pomaranczowa zielononiebieska
625-750 czerwona niebieskozielona

Zaktad Biologii Molekularnej UMCS, wrzesien 2022
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

APS - nadsiarczan amonowy (ang. Ammonium Persulphate)

B-MET - p-merkaptoetanol (ang. B-Mercaptoethanol)

DEPC - piroweglan dietylu (ang. Diethyl Pyrocarbonate)

DMEM - podtoze do hodowli komorkowych (ang. Dulbecco/Vogt modified Eagle’s
Minimal Essential Medium)

dsDNA - dwuniciwy DNA (ang. double stranded DNA)

DTT - ditiotreitol (ang. Dithiothreitol)
EDTA - kwas etylenodwuaminoczterooctowy (ang. Ethylenediaminetetraacetic Acid)
HelLa - linia komérkowa wywodzaca si¢ z komorek raka szyjki macicy Henrietty

Lacks (ang. Henrietta Lacks cell)

LB - podtoze do hodowli bakterii (ang. Luria-Bertani medium)

NIH 3T3 - linia komdrkowa fibroblastoéw mysich (ang. National Institute of Health,
3-day Transfer, inoculum 3 x 10° cells)

PAGE - elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (ang. Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)

PMSF - sulfofluorek fenylometanu (ang. Phenylmethylsulphonyl Fluoride)

RPMI - podtoze do hodowli komérkowych (ang. Roswell Park Memorial Institute
medium)

SD - podtoze do hodowli drozdzy (ang. synthetic defined)

SDS - s0l sodowa siarczanu dodecylu (ang. Sodium Dodecyl Sulphate)

SDS-PAGE - elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecno$ci SDS (ang. Sodium
Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

ssDNA - jednoniciowy DNA (ang. single stranded DNA)

TAE - bufor do elektroforezy DNA/RNA (ang. Tris- Acetate-EDTA)

TCA - kwas trojchlorooctowy (ang. Trichloroacetic Acid)

TEMED - N,N,N’,N’-czterometyletylenodiamina (ang. N,N,N’,N’-

tetramethylethylenediamine)

Tris - tr6jhydroksymetyloaminometan; 2-amino-2(hydroksymetylo)-1,3-propanodiol

uv - promieniowanie ultrafioletowe (ang. Ultraviolet )
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WYKAZ WYBRANYCH SUBSTANCJI CHEMICZNYCH STOSOWANYCH
NA CWICZENIACH

Aceton — wykorzystywany do wytracania biatka z roztworu oraz przeptukiwania osadow
bialtek

APS — inicjator polimeryzacji akrylamidu i N,N'-metylenobisakrylamidu

B-MET - substancja redukujaca, m. in. mostki dwusiarczkowe w biatkach

Blekit bromofenolowy — barwnik stosowany w buforach do probek DNA, RNA i biatek

poddawanych elektroforezie zelowe;j
Bromek etydyny — barwnik wykorzystywany do barwienia kwaséw nukleinowych
po elektroforezie zelowe;j, silny mutagen.

DEPC — inhibitor RNaz

DTT — substancja redukujgca, m. in. mostki dwusiarczkowe w biatkach

EDTA — chelator jonow dwuwartosciowych, substancja hamujaca nukleazy

Fenol — stosowany do ekstrakcji kwasow nukleinowych, substancja denaturujaca biatka,
silnie Zraca 1 toksyczna

NaH2PO4 — substancja buforujaca, utrzymuje pH roztworu

NaCl — substancja zapewniajaca Site jonowa roztworu

PMSF — nieodwracalny inhibitor proteaz serynowych

SDS — anionowy detergent, uptynniajacy wszystkie btony komorkowe i denaturujacy biatka,

nadajacy biatkom ujemny fadunek wypadkowy

TCA — silny kwas, stosowany do wytracania biatka z roztworu

TEMED - Kkatalizator polimeryzacji akrylamidu i N,N'-metylenobisakrylamidu

Tris — (w formie Tris-HCI, Tris-octan, Tris-glicyna) — substancja buforujaca, utrzymuje pH
roztworu w zakresie 7-9

Triton X-100 — detergent uzywany do lizy bton komérkowych.
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