WIADOMOSCI BOTANICZNE
TOM XIX — ZESZYT 2
1975

ANDRZEJ KALINOWSKI, SELAWOMIR BARTKOWIAK

UPROSZCZONY APARAT DO ELEKTROFOREZY NA PLYTACH
POLIAKRYLAMIDOWYCH

Elektroforeza na zelu poliakrylamidowym jest wygodna metoda rozdzialu i po-
rownywania roéznych substancji. Najczesciej technike te stosuje si¢ do rozdziatu
bialek i enzyméw. Poréwnania duzej liczby préb najwygodniej przeprowadza si¢
w aparatach plytowych. Przeprowadzajac rozdzial na tej samej plycie Zelu zapew-
nia si¢ takic same warunki rozdzialu wszystkich préb, a co za tym idzie mozliwie
doktadne pordéwnanie sktadu bialkowego. Jest to szczegdlnie wazne w badaniach
struktury genetycznej populacji roélinnych, gdzie poréwnuje si¢ wyniki analiz posz-
czegdlnych osobnikéw. Aparat, ktory bylby prosty w obstudze i zapewnial mozliwo$¢
jednoczesnego przeprowadzenia rozdzialdéw kilkudziesigciu prob w warunkach
powtarzalnych i poréwnywalnych oddaje w tych badaniach ogromne ustugi. Przed-
stawiony ponizej aparat skonstruowano przez wprowadzenie szeregu uproszczen
i zmian w modelach dotychczas opisanych (Reid, Bieleski 1968, Studier 1973).

Goérna komora buforowa jest polaczona na stale z jedna z plytek bedaca réwno-
czednie jedna ze $cian pomieszczenia na zel poliakrylamidowy. W aparacie istnicje
mozliwo$¢ zwielokrotnienia miejsc startowych przez dolaczenie kolejnych plytek
z zelem. Do wytworzenia miejsc startowych stuza ,.grzebienie” z zgbami o roznej
gestosci 1 szerokoéci zaleznie od potrzeb.

Plyty z plexi sa zarébwno plytami no$nymi dla gérnej komory buforowe;j jak i ogra-
niczajacymi komory zelowe. Po rozdziale na jednej plycie, zel mozna wybarwia¢ na
jeden enzym lub tez po przecigeiu plytki na kilka réznych enzymow.

Stosowanie plyt z plexi zamiast szklanych ulatwia wyjmowanie zelu poliakryla-
midowego po rozdziale. Plexi ma dostateczna wlasno$¢ adhezyjna dla stosowanego
w rozdzialach bialek Zelu (5%, 7,5%, 10% akrylamidu). W wypadku stosowania
zeli o mniejszych stgzeniach wystarcza wytworzy¢ na dolnym brzegu plytki dodat-
kowa 10 mm warstwe 10% zelu poliakrylamidowego. Zabezpiecza to w zupetnosci
przed wylaniem si¢ niskoprocentowego Zelu.



126

Opis aparatu

A. KOMORA DOLNA (ryc. 1, fot. 1D)
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Ryc. 1 A — komora dolna, B — prowadnica
Wewnatrz wzdtuz jednej ze §cian biegnie platynowa elektroda, ktéra moze byc
wyjmowana lub umocowana na stale. Na $ciankach bocznych znajduje si¢ prowad-
nica w ksztalcie litery ,,U”, w ktéra wsuwa si¢ gérng cz¢$¢ aparatu.
B. CZESC GORNA APARATU

Cze$¢ gérna aparatu sklada sie ze $cianki przedniej z przymocowana na stale
~ komora na bufor elektrodowy, $cianki tylnej i jednej lub wigcej Scianck posrednich.

1. Scianka przednia z komora na bufor elektrodowy (rys. 2, fot. 1A)
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Ryc. 2 Scianka przednia z komora na bufor elektrodowy

Scianka przednia jest plytka z plexi o grubo$ci 4 mm. Tworzy ona jedna ze §cian
naczynia na zel poliakrylamidowy. Plytka ta od gory wycigta jest w ksztalcie litery
,U” 1 po jednej stronie ma przyklejona gérna komorg elektrodowa. Wzdtuz jednej
ze Scian komory biegnie platynowa elektroda. Podobnie jak w komorze dolnej
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moze ona by¢ ruchoma lub tez przymocowana na stale. Po drugiej stronie plytki
naklejono na brzegach paski z plexi o szerokosci 10 mm. i grubosci 2 mm, ktére
koncza si¢ 1 cm powyzej dolnej krawedzi plytki.

2. Scianka tylna (fot. 1C)
Scianke tylna stanowi plytka z plexi o wymiarach 125x260x4 mm. Jest ona
zarazem jedna ze $cian komory na Zel poliakrylamidowy i komory na bufor elektro-

dowy.

3. Plytka posrednia (rys. 3, fot. 1B)
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Rye. 3 Plytka posrednia

Plytka posrednia ma grubo$¢ 2 mm. Ma ona ksztalt i wymiary plytki przedniej
bez komory elektrodowej.

Skladanie aparatu i wytwarzanie Zelu

Przed zlozeniem aparatu brzegi plytek nalezy powlec cienka warstwa smaru
silikonowego by uniemozliwi¢ wyciekanie roztworu akrylamidu przed jego spolime-
ryzowaniem. Nastepnie odpowiednio ztozone plytki zaciska si¢ na bokach klamrami
zaciskowymi (fot. 1H). Od dotu pomiedzy plytki wsuwa si¢ 2 mm grubosci pasek
z plexi (fot. 1F) zamykajac tym samym dno komory na zel. Dolne brzegi zabezpie-
cza si¢ takze klamrami zaciskowymi. Do tak przygotowanego aparatu wlewa si¢
odpowiednia ilo§¢ roztworu do polimeryzacji. Gérna powierzchnig roztworu akry-
lamidu pokrywa si¢ warstwa wody. Po polimeryzacji usuwa si¢ wodg z grnej po-
wierzchni zelu przez przechylenie aparatu, przemywa odpowiednim buforem i wlewa
roztwér akrylamidu celem wytworzenia zelu gérnego. Z kolei do roztworu wkiada
sie odpowiedni grzebien (fot. 1G) i pozostawia do polimeryzacji. Po spolimeryzo-
waniu zelu gérnego nalezy ostroznie wyjaé grzebien. Trzeba podkreslié, ze grzebienie
powinny mie¢ zawsze gladkie i czyste powierzchnie.

Po wykonaniu wyzej opisanych czynnosci zdejmuje si¢ klamry z dolnego brzegu
plytek, usuwa ruchome wkiadki i gorng cze$é aparatu umieszcza si¢ w prowadnicy
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komory dolnej. Z kolei obydwie komory napetnia si¢ buforem elektrodowym. W ko-
morze dolnej usuwa sie powietrze z powierzchni zelu za pomoca strzykawki lekar-
skiej o zagietej igle, a nastgpnie do wytworzonych kieszeni w zelu gérnym nanosi
si¢ probki do rozdzialu. Po zakonczonym rozdziale (4 godz., S0 mA/plytke, 7V/cm)
rozkladamy aparat. W przypadku wybarwiania na plycie réZnych enzymow, plyte
zelu poliakrylamidowego mozna odpowiednio pocigé nozem ze stali nierdzewne]
i kazdy segment odpowiednio wybarwiad.
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Fot. 1 Rozlozony aparat do elektroforezy na zelu poliakrylamidowym. A — $cianka przednia z komor,
na bufor elektrodowy, B — §cianka posrednia, C — §cianka tylna, D — komora dolna. E — elektrodya
F — paski z plexi do zamkniecia od dolu komoér na zel, G — grzebienie, H — klamry zaciskowe

Fot. 2 Zlozony aparat do elektroforezy na zelu poliakrylamidowym



Fot. 3 Rozdzial biatka u grochu
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