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3.3. Elektroforeza zelowa

Elektroforeze zelowa (gel electrophoresis) (polyacrylamide gel celectropho-
resis — Clear Native PAGE), mozna prowadzi¢ w pozycji ustawienia pionowego
(vertical system), dwiema metodami [3.3-3.8]:

1. za pomocg szklanych rurek (elektroforeza rurowa) (tube electrophoresis)
(rys. 3.3a);

2. pomiedzy dwiema szklanymi plytami rozdzielonymi przektadkami dystanso-
wymi (spacers) (elektroforeza ptytowa) (slab electrophoresis) (rys. 3.3b),

do ktérych wprowadza si¢ nosnik. Gorna czes¢ nosnika musi by¢ przykryta

warstwa buforu elektrodowego (elektrolitu). Brak kontaktu elektrolitu z zelem

powoduje przerwanie obwodu elektrycznego i zatrzymanie elektrolizy. Ciepto jest

tatwiej odprowadza¢ przez $Scianke kontaktujaca si¢ z jednag z ptyt.

W metodzie 1 wystepuja trudnosci z odprowadzeniem ciepta generowanego
przez przeptywajacy prad. Dodatkowa trudnoscia w obu metodach jest wyciekanie
elektrolitu z gérnej czgsci do dolnej, co wymaga statego uzupetniania.
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Rys. 3.3. Schematyczne przedstawienie rodzajow elektroforezy pionowej: a) elektroforeza rurowa,
b) elektroforeza ptytowa

Elektroforeze w pozycji ustawienia poziomego (horizontal system), prowa-
dzi si¢ szklanej kuwecie z no$nikiem umieszczonym poziomo (rys. 3.4). Bufo-
ry elektrodowe zamknigte sa w zestalonej agarozie lub warstwach bibuly fil-
tracyjnej. Zaletg tej metody jest fatwe odprowadzenie ciepta oraz brak wycieku
elektrolitu.
Badane biatko wprowadza si¢ do rurki (8—10 cm dtugosci i srednicy 1 cm) Iub
miedzy plytkl (10 cm x 20 cm) wypelnionej nosnikiem (zelem) od gory (rys. 3.5):
— uzywajac buforéw o identycznym pH do sporzadzania nosnika, przygotowama
probki i przeprowadzania elektroforezy (poniewaz biatka z probki nie ulegaja
zageszcezeniu na linii startu, konieczne jest nanoszenie ich na nosnik o niewiel-
kiej objetosci i obecnosci srodka zageszczajacego gliceryny);

— stosujac dwa rodzaje zelu o roznej porowatosci i o réoznym rozktadzie pH
(metoda Laemmliego):
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w miejscu startu rozdziatu pH wynosi 6,8, aby zwiekszy¢ koncentracje biat-
ka przed startem i zapewni¢ rdwnoczesny start do rozdziatu (biatka ulega-
ja scisnieciu do bardzo waskiego paska, ok. 0,1 mm, dzigki czemu wnikaja
w zel rozdzielajacy w tym samym czasie, co pozwala na uzyskanie ostrych
1 wyraznych prazkow);

zel drugi rozdzielajacy biatka ma pH 8,8, nastgpuje tu rozdzial wedtug masy
czasteczkowe;.
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Rys. 3.4. Schematyczne przedstawienie rodzajow elektroforezy poziomej: a) zanurzeniowa, b) potsucha
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Rys. 3.5. Schemat budowy zestawu do rozdziatu elektroforetycznego

Obecnie prowadzi si¢ elektroforeze jednowymiarowa w komercyjnych zesta-

wach pokazanych na rys. 3.5 i fot. 3.1 [3.7].

Elektroforeze prowadzi si¢ przy statych wartosciach jednego z trzech parame-
trow: natezenia, napigcia lub mocy.

1. Przy stalym natezeniu ilo$¢ wydzielanego ciepta zwigksza si¢ z czasem, co
moze prowadzi¢ do przegrania zelu i zaburzen przy rozdziale bialek, a takze
ich termicznej denaturacji. Wymaga to specjalnego chlodzenia. Elektroforezg
prowadzi si¢ przy nat¢zeniu 12-30 mA na kazdy zel o grubosci 1 mm i szeroko-
$ci 10 em. Z uwagi na krotki czas trwania, jest to najczesciej stosowana metoda
rozdziatu.

2. Przy stalym napieciu szybko$¢ przemieszczania si¢ bialek maleje z czasem,
zmniejsza si¢ tez ilo§¢ wydzielanego ciepta.

3. Przy stalej mocy szybkos¢ przemieszczania si¢ biatlek maleje z czasem, a ilo$¢
wydzielanego ciepta jest stala i nie prowadzi do przegrzania probki.



