Uwaga! Akrylamidy niespolimeryzowane są neurotoksyczne a efekt toksyczny ma charakter kumulatywny, należy więc unikać kontaktu ze skórą i błonami śluzowymi.

Ćwiczenie 14. Elektroforeza białek w warunkach denaturujących (SDS-PAGE)
Celem ćwiczenia jest zapoznanie się z metodą rozdziału białek na żelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujących. Prowadzący ćwiczenie określa rodzaj białek, które będą poddawane analizie. Mogą to być wybrane białka wzorcowe, białka surowicy lub próbki pobrane podczas wykonywania eksperymentów. W trakcie ćwiczenia zastosowany zostanie 12% żel rozdzielający i 5% żel zagęszczający. W zależności od procentowości żelu rozdzielającego otrzymujemy efektywne rozdzielanie białek o różnych masach cząsteczkowych. 
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· zestaw do elektroforezy białek (Bio-Rad)
· zasilacz prądu stałego
· termoblok 95°C
· probówki o pojemności 0,5 ml
· pipety automatyczne
· zlewki szklane
· łopatka do usuwania żelu z płytki
· naczynia do wybarwiania żeli
Dodatkowo:
· bibuła
Odczynniki:
· 30% roztwór akrylamidu + 0,8% roztwór bisakrylamidu 
· 1,5 M roztwór Tris - HCl pH 8,8
· 0,5 M roztwór Tris - HCl pH 6,8
· 10% roztwór SDS
· 10% roztwór APS
· TEMED
· bufor próbkowy (4 x stężony)
· bufor elektrodowy
· alkohol izopropylowy
· roztwór barwiący 0,025% Coomassie blue R-250 w 10% kwasie octowym
· roztwór odbarwiający (1000 mL): 300 mL metanolu, 100 mL lodowatego kwasu octowego, 600 mL wody destylowanej

Wykonanie:
Uwaga! Pracę z akrylamidem wykonywać w rękawiczkach jednozrazowych.
A. Przygotowanie żelu
· umyte i odtłuszczone specjalne płytki szklane do elektroforezy złożyć zgodnie ze wskazówkami prowadzącego ćwiczenia
Roztwory dodawać wg przedstawionej kolejności.
TEMED – inicjator polimeryzacji, dodawać jako ostatni składnik, bezpośrednio przed wylaniem mieszaniny między płytki !
· przygotować separujący 12% żel poliakrylamidowy według przepisu:
H2O 					2,6 mL
30% akrylamid + 1% bisakrylamid 	3,2 mL
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 			2,0 mL
10% SDS 					80 µl
10% APS 					80 µl
TEMED 					8 µl
· zamieszać i wlać żel pomiędzy szyby, pozostawiając u góry około 2,5 cm wolnego miejsca. Na wylany żel nawarstwić l cm alkoholu izopropylowego i pozostawić żel do polimeryzacji (ok. 30-45 min)
· przygotować zagęszczający żel poliakrylamidowy według przepisu:
H2O 					2,6 mL
30% akrylamid + 1% bisakrylamid 	1,0 mL
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 			1,25 mL
10% SDS 					50 µl
10% APS					50 µl
TEMED 					5 µl
· przed dodaniem APS i TEMED usunąć za pomocą bibuły alkohol znad spolimeryzowanego żelu rozdzielającego. Przemyć żel wodą destylowaną. Użyć bibuły do osuszenia przestrzeni pomiędzy płytami.
· dodać APS i TEMED do roztworu żelu zagęszczającego, intensywnie zamieszać, wlać żel do przestrzeni między płytami
· wsunąć grzebień w żel górny
· pozostawić do polimeryzacji na 30 min.
B. Przygotowanie próbek białkowych 
· przygotować 100x rozcieńczenie surowicy (końcowa objętość rozcieńczenia - 1 mL)
· podpisać 10 probówek 
· przygotowanie próbek z buforem (4x stężonym)
- do każdej probówki dodać 30 µl buforu (4x stężonego) (UWAGA! Bezpośrednio przed użyciem dodać do buforu β-merkaptoetanol (5%) – 950 µl buforu + 50 µl β-merkaptoetanolu)
· do każdej probówki z buforem dodać 10 μl analizowanego materiału
· [bookmark: _GoBack]następnie, próbki ogrzewać przez 5 min. w temp. 950C (bufor zawierający SDS i DTT niszczy strukturę natywną białek w podwyższonej temperaturze)
C. Nałożenie próbek na żel i przeprowadzenie elektroforezy
· po zakończonym procesie polimeryzacji umieścić szyby z żelami w aparacie zgodnie ze wskazówkami prowadzącego ćwiczenia
· napełnić zbiorniki w aparacie buforem do elektroforezy w taki sposób, aby bufor ten dochodził do górnej i dolnej krawędzi żelu, wypełnił studzienki, umożliwiając w ten sposób przepływ prądu (obwód zamknięty)
· ostrożnie wyjąć grzebień i usunąć ewentualne bąbelki powietrza
· ostrożnie wprowadzić pipetą próbki do studzienek (po 30 µl)
· zamknąć pokrywę i podłączyć aparat do zasilacza w obecności prowadzącego ćwiczenia
· ustawić napięcie na 150 V (zgodnie z poleceniem) i włączyć zasilanie
Uwaga! Nie dotykać aparatu podczas elektroforezy. Przed wykonywaniem jakichkolwiek czynności z aparatem wyłączyć zasilanie.
· kontynuować rozwijanie elektroforegramu do momentu, gdy linia barwnika osiągnie pozycję około 0,5 cm od dolnego końca żelu (ok. 45 - 60 minut)
· po zakończonej elektroforezie wyłączyć zasilanie
· wyciągnąć ramkę z żelami i zlać bufor
· następnie wyciągnąć szklane płytki z żelami z ramki
· delikatnie odrzucić mniejszą szybkę i za pomocą łopatki zsunąć żel z płytki szklanej i umieścić w roztworze barwiącym
· barwić żel około 20 min, delikatnie mieszając zawartość pojemnika
· zlać barwnik znad żelu, przepłukać żel wodą
· nalać roztwór odbarwiający i odbarwiać żel przez około 30 minut (można zmienić roztwór odbarwiający po 15 minutach) aż widoczne staną się rozdzielone prążki białka
· używając linijki zmierzyć drogę migracji dla każdego pasma widocznego na elektroforogramie i obliczyć ruchliwość wg wzoru:
Re = a/d

a - droga migracji pasma
d - droga migracji czoła (pasma błękitu bromofenolowego).

Sprawozdanie powinno zawierać:
· strona tytułowa
· opis przygotowania żelu
· krótki opis wykonania i przygotowania rozcieńczeń prób badanych
· rysunek lub zdjęcie żelu
· obliczona ruchliwość elektroforetyczna (jeśli zostały wykonane pomiary)






