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ВВЕДЕНИЕ
Метод электрофореза, предложенный еще в начале ХХ века, сейчас широко используют в биологии и медицине для разделения белков в исследовательских и клинических целях. С помощью электрофореза можно разделить на отдельные компоненты белковую смесь, что позволяет установить молекулярную массу белка или его субъединиц, подтвердить чистоту выделенного белка.
	Электрофорезом называют движение заряженных частиц в растворе под действием электрического поля.
Электрофоретический метод в биохимии – это способ пространственного разделения молекул, имеющих разный заряд и размеры, путем помещения их в электрическое поле.


Результатом проведения электрофореза является электрофореграмма - картина, полученная после разделения сложной смеси с помощью электрофореза и специфического проявления. Электрофореграмма белков биологических жидкостей человека (сыворотка крови, моча, спинномозговая жидкость и др.) позволяет врачам получить значительную диагностическую информацию.
Например, у здорового человека относительное содержание белковых фракций при определении их в сыворотке крови методом электрофореза на бумаге, следующее:
альбумины- 55-65%,

α1-глобулины 3-6%,

α2-глобулины 7-10%,

β-глобулины - 7-12%,

γ-глобулины - 13-19%.
При многих заболеваниях наблюдается изменение соотношения фракций, тогда как общее количество белка обычно мало изменяется. Выявление этих изменений с помощью метода электрофореза широко используется в диагностических целях. 
Электрофореграммы белков-ферментов (зимограммы) позволяют изучать изменения активности и изоферментного спектра таких белков под действием внешних и внутренних факторов как у человека, так и у других организмов. Получаемые данные используются в медицине, биотехнологии, различных отраслях сельского хозяйства и пищевой промышленности.  

ОСНОВНЫЕ ТЕРМИНЫ И ОПРЕДЕЛЕНИЯ

Электрофорез - это движение заряженных частиц в растворе под действием электрического поля.
Электрофореграмма – картина, полученная после разделения сложной смеси с помощью электрофореза и специфического проявления.
Электрофоретический метод в биохимии – это способ пространственного разделения молекул, имеющих разный заряд и размеры, путем помещения их в электрическое поле.
Электрофоретическая подвижность (u) данной молекулы - это скорость движения заряженной молекулы (выражаемой в см/ч) в электрическом поле с напряженностью 1 В/см.

Изоэлектрическая точка - такое значение рН среды (обозначаемое как рI), при котором положительные и отрицательные заряды ионизированных групп скомпенсированы, поэтому заряд всей белковой молекулы равен нулю.

Зональный электрофорез  - электрофорез, проводящийся при постоянном (не изменяющемся) значении рН буферного раствора, заполняющего данный носитель (бумагу, гель, др.). Исследуемый образец наносится пятном или тонким слоем на носитель, по которому и перемещается в электрическом поле.
Полиакриламидный гель (ПААГ) -  продукт сополимеризации акриламида (создающего линейную “основу”) и N, N′-метиленбисакриламида (служащего для поперечных “сшивок” линейных цепей).

1. ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ ЭЛЕКТРОФОРЕТИЧЕСКОГО РАЗДЕЛЕНИЯ БЕЛКОВЫХ МОЛЕКУЛ
1.1. Принцип метода электрофореза белков. Электрофоретическая подвижность
В растворе белки находятся в виде заряженных частиц. Заряд на поверхности белков возникает в результате диссоциации группировок, находящихся в боковых радикалах аминокислот (карбоксильных, амино-, имидазольных и др. групп), а также при связывании ионов. Так как степень диссоциации группировок зависит от рН раствора, то величина и знак суммарного заряда белковой молекулы зависят от рН среды, а также от ионной силы (интенсивности электрического поля, создаваемого ионами в растворе). Для расчета ионной силы следует найти произведение концентрации каждого иона на квадрат его заряда, сложить все полученные величины и итоговую сумму разделить пополам. Если в растворе присутствуют два или более электролитов, то вычисляется общая суммарная ионная сила раствора.
Для каждого белка существует такое значение рН среды (обозначаемое как рI – изоэлектрическая точка), при котором положительные и отрицательные заряды ионизированных групп скомпенсированы, поэтому заряд всей белковой молекулы равен нулю. В буфере с рН, равным рI изучаемого белка, отсутствие заряда на белковой молекуле делает невозможным ее движение в электрическом поле. Из-за разницы в аминокислотном составе разные белки имеют разные значения рI.
При рН ≠ pI молекулы белка приобретают заряд и под действием электрического поля перемещаются к противоположно заряженному электроду - катоду (-) или аноду (+). Например, кислые белки, богатые моноаминодикарбоновыми аминокислотами (асп, глу) , в слабощелочном буфере приобретут отрицательный суммарный заряд из-за диссоциации СООН-групп до СОО- и H+ и будут двигаться к аноду. Для электрофоретического разделения оптимально такое значение рН рабочего буфера, которое обусловливает максимальное различие зарядов разных белков, составляющих исходную смесь, а не их максимальный заряд. Обычно электрофорез проводят в среде (буфере) со значением рН, на 3 — 4 единицы отличающимся от среднего значения рI для белков данного типа. Это позволяет добиться хорошей электрофоретической подвижности (см. ниже) и вместе с тем - сохранить ощутимые различия молекул по заряду. Предпочтительно использовать буфер известной и постоянной ионной силы на основе однозарядных ионов. От рабочего буфера также требуется существенная емкость, так как локальная концентрация белка в образующихся при разделении смеси зонах скопления молекул может оказаться значительной. Поэтому используют буферы с концентрацией не менее 0,1 — 0,2 М.
При проведении электрофореза электрическое поле создают с помощью источника питания – стабилизированного выпрямителя, способного давать регулируемое напряжение до 500 – 1000 В при силе тока в несколько десятков миллиампер (мА). Предпочтительнее использовать выпрямитель со стабилизацией по току.

Грамотное применение электрофоретического метода предполагает оперирование физическими величинами, перечисленными ниже.

φ – потенциал, В (вольт). Потенциал в данной точке электрического поля численно равен работе, совершаемой электрическими силами при перемещении единичного положительного заряда из этой точки в бесконечность.
U – напряжение, В (вольт). Напряжение на участке электрической цепи равно разности потенциалов на концах этого участка, если на этом участке нет источника сторонних сил, разделяющих разноименные заряды (отсутствуют гальванические элементы, фотоэлементы, генераторы магнитного поля и т.д.). При электрофорезе участок электрической цепи – это буфер. В буфере отсутствуют источники сторонних сил, поэтому

U = φ1- φ2 = Δ φ.                                       Уравнение 1
По закону Ома:
U = I*R,                                                     Уравнение 2 
где I – сила тока, R – сопротивление проводника (буферного раствора).

Е – напряженность электрического поля, В/см.
E =Δφ / L = U/ L,                                       Уравнение 3
где L – длина проводника в см.
Электрофорез проводят в однородном электрическом поле, то есть поле, напряженность E которого во всех точках одинакова.
Электрический ток пропускают через проводник - буферный раствор, налитый в канал из изолирующего материала (например, стекла) или пропитывающий какую-либо поддерживающую среду - носитель (например, бумагу или гель). Сопротивление R буферного раствора задается двумя факторами: концентрацией в нем свободных ионов и их электрофоретической подвижностью.
	Электрофоретической подвижностью (u) данной молекулы называют скорость движения заряженной молекулы (выражаемой в см/ч) в электрическом поле с напряженностью 1 В/см. Единицей электрофоретической подвижности является см2/ч∙В или, упрощенно, см/ч.
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                  Уравнение 4
где u – электрофоретическая подвижность белковой молекулы, 

V – скорость миграции белковой молекулы,

E – напряженность электрического поля.


Именно различия в электрофоретической подвижности белков, содержащихся в анализируемой смеси, делают возможным разделить эти белки в пространстве (в разных зонах электрофореграммы).
Скорость V движения белков к тому или иному электроду снижается из-за их трения об окружающую среду. Сила трения (или, иначе, сопротивления окружающей среды) прямо пропорциональна скорости движения белковых молекул:
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                          Уравнение 5
Коэффициент трения белковой молекулы, обозначенный как f, зависит как от размера, формы и степени гидратированности этой молекулы, так и от свойств самой среды.
Электрофоретическая подвижность связана с коэффициентом трения в соответствии с уравнением 6.
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где q – общий заряд молекулы белка,

f – коэффициент трения.

При электрофорезе работа силы трения заряженных компонентов разделяемой смеси о среду приводит к нагреву геля. Кроме того, образование тепла вызывается прохождением электрического тока. В итоге происходит значительное возрастание температуры, которое ухудшает результаты электрофоретического разделения, так как изменяет вязкость и проводимость среды, увеличивает скорость диффузии молекул, способствует испарению летучих компонентов, приводит к денатурации белков. Поэтому при проведении электрофореза следует обеспечить охлаждение системы (например, помещая прибор для электрофореза в холодильную камеру).
	Электрофоретическая подвижность белка зависит: 

- от самой молекулы: ее размера (молекулярной массы), формы, электрического заряда, степени диссоциации и гидратации,
- от концентрации молекул,
- от среды: ее вязкости, рН, температуры и ионной силы,

- от характеристик используемого электрического поля.


1. 2. Классификация электрофоретических методов
 Основными типами электрофореза являются: 
- зональный электрофорез, 
- изотахофорез, 
- изоэлектрическое фокусирование, 
- иммуноэлектрофорез.
Зональный электрофорез ведется при постоянном (не изменяющемся) значении рН буферного раствора, заполняющего данный носитель (бумагу, гель, др.). Исследуемый образец наносится пятном или тонким слоем на носитель, по которому и перемещается в электрическом поле. Усложненным вариантом зонального электрофореза является диск-электрофорез (многофазный зональный электрофорез), при котором рН и другие характеристики, постоянные внутри одной “фазы”, при переходе к другой “фазе” скачкообразно изменяются. Принципы диск-электрофореза рассмотрены в разделе 1.3. 
При изоэлектрическом фокусировании в среде для электрофореза создается плавный градиент рН. Белок останавливается в зоне, где значение рН равно его изоэлектрической точке (pI). Для создания градиента рН обычно используют раствор полиамино-поликарбоновых кислот, которым насыщают носитель. В отсутствии электрического поля эта смесь обычно имеет рН=6,5. При наложении электрического поля указанные кислоты обеспечивают линейный градиент рН от 3 до 10. 
В случае изотахофореза заряженные ионы сначала разделяются в соответствии с величинами их заряда и подвижности, а затем перемещаются в электрическом поле с одинаковыми и постоянными скоростями. 
Иммуноэлектрофорез сочетает в себе электрофоретическое разделение белков с иммунопреципитацией, основанной на реакции “антиген – антитело”. Этот тип электрофореза превосходит остальные по чувствительности и разрешающей способности. 

По цели различают:

- аналитический (для анализа состава смеси, реже – для получения малых количеств разделяемых веществ) электрофорез,

- препаративный (для получения препаратов - значительных количеств чистых веществ) электрофорез.

По степени денатурации разделяемых белков различают
- нативный электрофорез,

- электрофорез в денатурирующих условиях. 
В отличие от нативного электрофореза, электрофорез в денатурирующих условиях предполагает применение химических реагентов, разрушающих пространственную структуру разделяемых белков.
По направлению фракционирования выделяют электрофорез, при котором белки движутся в одном направлении, и двумерный электрофорез, при котором сначала проводят разделение в одном направлении, а затем – в направлении, перпендикулярном первому. Двумерный электрофорез позволяет резко увеличить разрешающую способность при разделении смесей, состоящих из большого количества разных белков. 

В зависимости от ориентации носителя (геля, бумаги, др.) электрофорез может быть вертикальным или горизонтальным.
Классификация по типу носителя жидкой фазы представлена в таблице 1. Она также отражает развитие электрофоретических методов в историческом аспекте. Первым был разработан электрофорез без какого-либо носителя: электрическая цепь между электродами замыкалась через буферный раствор, в котором и происходило разделение белков. Позднее при электрофорезе начали применять носители жидкой фазы – полимеры, служащие “каркасом” для буфера. Применение носителей позволило заметно снизить конвекцию (перемешивание) и, следовательно, повысить качество разделения белков. Носитель может быть в форме порошка, пленки, геля и др. Последующие разработки были посвящены усовершенствованию свойств носителей.
Идеальный носитель должен: 
а) резко снижать конвекцию;
б) быть простым в приготовлении;

в) иметь высокую теплопроводность (при низкой теплопроводности трудно охлаждать систему); 
г) обладать низкой адсорбционной емкостью и химической инертностью в отношении веществ, подвергаемых электрофорезу;

д) не иметь заряда на поверхности частиц, чтобы не вызывать эндоэлектроосмос. Если разделяемые белки заряжены отрицательно, то при электрофорезе они должны двигаться к аноду (+), однако эндоэлектроосмос “тянет” их в другую сторону, к катоду (-), мешая электрофоретическому разделению.
Гели легко принимают разные геометрические формы, поэтому в названии электрофоретического метода с их использованием указывают, какова конфигурация рабочего пространства. Гель для электрофореза можно заполимеризовать:
- в трубках,

- в капиллярах, 
- в пластинах (“слэбах” – от англ. slab),
Основной недостаток электрофореза в трубках - это отсутствие теплооттока: температура в центре цилиндра геля оказывается выше, чем у его прилегающей к стеклу поверхности. Это приводит к изгибу белковых зон. На одну трубку наносится одна исследуемая проба.

Повысить теплоотток можно, применяя очень тонкие трубки - капилляры. В тонких пластинах также достигается гораздо более эффективное отведение тепла, чем в трубках. Так, при воздушном охлаждении эффективный теплоотвод возможен при силе тока 50 — 100 мА на вертикально расположенную пластину (то есть рассеиваемая в виде тепла мощность не превышает 20 Вт). Кроме того, конфигурация пластины позволяет в абсолютно идентичных условиях проводить разделение сразу нескольких (10 - 13) проб белка. Пластины легко сканировать и удобно разрезать. По сравнению с цилиндрическими гелями гелевые пластины позволяют значительно уменьшить концентрацию белка в наносимой пробе.
Таблица 1
Преимущества и недостатки использования различных носителей при электрофорезе
	Название метода, носитель
	Преимущества метода и/или носителя
	Недостатки

	Электрофорез с подвижной границей (в свободном растворе). Носителя нет.
	Первый электрофоретический метод, позволивший разделять белки
	Сложно избежать конвекции – перемешивания разделяемых зон; для исследования нужна проба в десятки мг белка; разрешающая способность мала (не более 8 компонентов в пробе).

	На фильтровальной или хроматографической  бумаге (50е годы XX в.)
	Сниженная конвекция, разделенные зоны можно зафиксировать и окрасить. Оборудование проще. 
	Непрозрачность. Загрязнения и неоднородность бумаги мешают разделению. “Хвосты” на электрофореграммах из-за высокой адсорбционной емкости. Фон окрашивается, что затрудняет распознавание белковых зон.

	На пленках из ацетата целлюлозы (известен с 1957г.)
	Быстрый, требует меньшего количества пробы для анализа. Низкая адсорбционная емкость помогает избежать появления “хвостов” на электрофореграмме. После окрашивания  фон остается бесцветным. Пригодны для иммуноэлектрофореза.  
	Непрозрачность в водных растворах (можно добиться прозрачности, погрузив в минеральное масло). Дороже, чем при использовании бумаги. Мало пригоден для препаративного электрофореза.

	В крахмальном геле (предложен О. Смитисом)
	Первый носитель со свойствами молекулярного сита. Активно препятствует конвекции. Повышает разрешение.
	Низкая прозрачность, хрупкость, размер пор можно менять лишь в небольших пределах. Приготовление качественного геля трудоемко. 

	В агаровом и агарозном гелях
	Удовлетворительная прозрачность, высокая пластичность (проще резать, удобнее красить и определять ферментативную активность прямо в геле), простота изготовления.
	Из-за отрицательного заряда на сульфатных и СООН-группах сетки агара возникает электроосмос, приводящий к неравномерному распределению электрического поля, а иногда – гидростатического давления. Возможно химическое взаимодействие веществ с агаром.

	В полиакриламидном (ПААГ) геле (предложен    Л. Орнстейном и Д. Дэвисом)
	Химически инертен, можно кипятить. Можно задать необходимый размер пор и обеспечить свойства молекулярного сита. Высокая прозрачность. Легко готовить. Упругий, прочный. 
	На сегодняшний день наилучший носитель, но готовится из акриламида - ядовитого вещества.


1.3. Особенности электрофореза в полиакриламидном геле

Полиакриламидный гель (ПААГ) обладает многими качествами идеального носителя (табл. 1). Имея свойства молекулярного сита, он обеспечивает электрофоретическое разделение белковых смесей не только по заряду, но и по размеру и форме частиц. При электрофорезе в ПААГ крупные молекулы, размеры которых соизмеримы с диаметром пор геля, движутся медленнее, а мелкие молекулы свободно и быстро проходят через поры геля.

ПААГ формируют путем сополимеризации акриламида (создающего линейную “основу”) и N, N′-метиленбисакриламида (служащего для поперечных “сшивок” линейных цепей).
	СН2 = СН-СО-NН2
	СН2 = СН-СО-NН-СН2-NН-СО-СН = СН2

	Акриламид
	N, N′ -метиленбисакриламид



Меняя концентрацию акриламида от 2 до 50% можно задать определенную пористость геля. Например, диаметр пор в геле, содержащем 7,5% акриламида, равен 5 нм, а 30% акриламида - 2 нм. При выборе концентрации геля учитывают среднюю молекулярную массу (Mr) разделяемых веществ и форму их молекул (см. табл. 2).
Таблица 2

Выбор концентрации акриламида 

при разном диапазоне молекулярных масс исследуемых белков

	Размер белка, кДа
	Концентрация акриламида, %

	36 - 205
	5

	24 - 205
	7,5

	14 - 205
	10

	14 - 66
	12,5

	10 - 45
	15


В результате сополимеризации образуется трехмерная сетка геля, строение фрагмента которой представлено на рис. 1. Каждый второй углеродный атом линейной цепи содержит кислотную амидную группу, что обеспечивает гидрофильность полимера. В то же время ПААГ не содержит ионизируемых групп.
             
[image: image4]
Рис. 1 Структура полиакриламидного геля
Для сополимеризации нужны инициаторы и катализаторы (окислительно-восстановительные системы - источники свободных радикалов). Чаще всего используют систему из двух компонентов, представленных ниже:
	(NH4)2S2O8
	(CH3)2N-CH2-CH2-N(CH3)2

	Персульфат аммония (ПСА). 
Синоним - надсернокислый аммоний
Функция: инициатор полимеризации
	N,N,N’,N’-тетраметилэтилендиамин (ТЕМЕД)

Функция: катализатор образования ПААГ




Механизм действия персульфата иллюстрирует рис. 2: при разрыве связи О-О образуются два свободных радикала, каждый из которых стимулирует разрыв двойной связи в молекуле акриламида и присоединяется к ней, также  образуя свободные радикалы. Каждый такой радикал, в свою очередь, вызывает разрыв двойной связи и присоединение следующей молекулы акриламида с образованием нового радикала, и т. д. Цепная реакция полимеризации идет до тех пор, пока два радикала, встретившись между собой, не образуют обычную ковалентную связь. По такому же механизму в растущую цепочку линейного полимера одной из своих концевых винильных групп может встроиться метиленбисакриламид. Если его второй конец встроится в состав другой линейной полимерной цепочки, то образуется «сшивка» (показана на рис.1). Без агента, образующего поперечные сшивки, в геле образуются лишь продольно расположенные длинные тонкие волокна.
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Рис. 2 Механизм действия персульфата аммония в качестве инициатора полимеризации

акриламида
ВНИМАНИЕ! 
а) Персульфат аммония постепенно разлагается, в водных растворах – весьма быстро. При растворении персульфат производит характерное пощелкивание. Если 1%-ный раствор персульфата в воде имеет рН < 2, или при растворении не слышно щелчков, то персульфат непригоден. 
б) Персульфат способен окислять разделяемые вещества, что может привести к появлению дополнительных полос или инактивации ферментов. Поэтому перед опытом рекомендуется провести электрофорез без нанесения пробы с целью удаления лишнего персульфата.
1.4. Нативный и SDS-ПААГ-электрофорез
В полиакриламидном геле можно проводить как нативный электрофорез, так и электрофорез в денатурирующих условиях. 

Нативный электрофорез в ПААГ служит для разделения не подвергнутых денатурации белков (то есть белков в нативном состоянии), в том числе – в случаях, когда необходимо сохранить ферментативную или любую другую функциональную активность белков. Электрофоретическая подвижность белка в нативном состоянии зависит одновременно и от его суммарного заряда, и от молекулярной массы, и от пространственной конфигурации полипептидной цепи. Для установления строгой количественной корреляции между одним из этих параметров и электрофоретической подвижностью белка нужно исключить влияние всех остальных. 
В случае, когда требуется фракционировать белки исключительно по молекулярной массе, применяют ПААГ-электрофорез в денатурирующих условиях. Такая система была разработана У. К. Лэммли. Этот метод позволяет оценить количество полипептидов в белковой смеси, им достигается очень четкое разделение зон, но активность ферментов полностью или в значительной мере может быть утрачена из-за их денатурации. Денатурирующие условия достигаются путем обработки пробы трехкратным избытком додецилсульфата натрия (синоним – лаурилсульфат натрия), сокращенно – ДСН (рис. 3). Чаще данное вещество обозначают SDS – от английского “sodium dodecyl sulfate”. Анион SDS несет отрицательный заряд. 
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Рис. 3 Додецилсульфат натрия (ДСН, SDS)
Благодаря гидрофобным взаимодействиям анионы SDS сорбируются на белках пропорционально их объему, превращая любой полипептид в неразветвленный стержень с отрицательным зарядом, значительно превышающим собственный заряд белковой молекулы. С большинством белков SDS связывается примерно одинаково - в соотношении 1,4 мг SDS на 1мг белка. Так как в присутствии SDS соотношение “размер/заряд” становится практически одинаковым для любого белка, деление происходит исключительно по молекулярной массе.

Отметим, что для полной денатурации белки, имеющие S-S-связи, до применения SDS обрабатывают β-меркаптоэтанолом, имеющим сильный неприятный запах, поэтому работы проводят под тягой. В качестве альтернативы β-меркаптоэтанолу используют дитиотреитол (С4Н10О2S2, Mr=154,25), его требуется в 2 раза меньше, он менее летучий и не обладает столь специфическим запахом, однако, он гораздо дороже.
1.5. Диск-электрофорез

Диск-электрофорез получил свое название от двух английских слов: discontinuity (неоднородный, прерывистый) и discoid (дискообразный). Первое подчеркивает неоднородность электрофоретической среды, применяемой в этом методе. Второе описывает случайный признак – дискообразную форму зон разделенных белков в условиях, выбранных первооткрывателями метода. При диск-электрофорезе создают скачкообразные изменения концентрации (и, следовательно, пористости) геля, рН, градиента напряжения.
Вертикальный диск-электрофорез предполагает использование двух, а  иногда и трех наслаиваемых друг на друга гелевых слоя: 
1) Стартовый гель (sample-гель) – присутствует не всегда. Он располагается сверху, содержит пробу и краситель-“свидетель”, который будет показывать движение электрофоретического фронта. Стартовый гель предотвращает смешивание раствора пробы с электродным буфером.
2) Концентрирующий гель – крупнопористый гель. Размер его пор ограничивает диффузию, но не обеспечивает гелю свойства молекулярного сита по отношению к разделяемым белкам. Этот гель нужен для электрохимического концентрирования белков пробы, т.е. концентрирующий гель собирает смесь белков перед переходом в разделяющий гель в одну узкую полосу.
3) Разделяющий (сепарирующий, разрешающий, “running”-гель) – нижний мелкопористый гель, в котором, собственно, и происходит электрофоретическое и молекулярно-ситовое разделение компонентов пробы.
Диск-электрофорез проводится в комбинированной системе буферов – с отличающимися значениями рН и различного компонентного состава в электродных частях верхнего и нижнего геля (рис. 4). 
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Рис. 4 Прерывистая система буферов (трис-трис(гидроксиметил)аминометан, (СН2ОН)3‑NН2)
Наличие прерывистой системы буферов увеличивает разрешающую способность метода из-за возникающего электрохимического эффекта, обеспечивающего концентрирование компонентов пробы и образование тонкой стартовой зоны на границе концентрирующего и разделяющего гелей.
Буферные смеси подбирают так, чтобы электрофоретическая подвижность ионов в одной из них была выше, чем в другой. Например, в электрофоретической системе, изображённой на рис. 4, электродный буфер с рН 8,3 обладает более медленными ионами глицината, а буфер концентрирующего геля – более быстрыми хлорид-ионами. Под действием электрического поля «быстрые» хлорид-ионы устремляются в сторону анода (+), оставляя за собой бедное ионами пространство, вследствие чего наблюдается резкое падение напряжения. В результате возникшего перепада напряжения в этом пространстве, «медленный» ион глицината начинает ускоряться, догоняет «быстрый» хлорид-ион и в дальнейшем движется с той же скоростью, что и быстрый.

Так как подвижность разделяемых компонентов исследуемой смеси в электрическом поле ниже подвижности «быстрых» ионов и выше - «медленных» ионов, то в пространстве с резким падением напряжения они также ускоряются и на границе двух ионных фронтов концентрируются в тонкую полоску. 

На границе между концентрирующим крупнопористым гелем и мелкопористым разделяющим гелем ионы затормаживаются в результате молекулярно-ситового эффекта: чем больше молекулярная масса, тем медленнее вещество проходит через небольшие поры разделяющего геля. При этом «медленный» глицинат-ион опережает ионы белкового образца, так как масса глицината относительно мала, и создает позади себя пространство с падением напряжения. “Запаздывающие” (по сравнению с глицинатом) ионы образца вынуждены продвигаться в этом образованном «медленными» ионами пространстве. Кроме того, в буфере разделяющего геля, имеющем рН 8,8, диссоциируют кислотные группировки белков и белки разного строения приобретают различный по величине отрицательный заряд, что заставляет их двигаться к аноду со скоростью, пропорциональной заряду. В итоге из-за различия разделяемых белков как по массе, так и по заряду, узкая стартовая зона разрушается, образуя в разделяющем геле зоны отдельных белков - компонентов разделяемой смеси.
2. РАЗДЕЛЕНИЕ БЕЛКОВ МЕТОДОМ ЭЛЕКТРОФОРЕЗА

2.1. Лабораторная работа №1. Проведение нативного вертикального диск-электрофореза в пластине ПААГ с использованием прибора Стадиера
Нативный электрофорез служит для разделения не подвергнутых денатурации белков. Электрофоретическая подвижность белка в нативном состоянии зависит одновременно и от его суммарного заряда, и от молекулярной массы, и от конфигурации полипептидной цепи. Для установления строгой количественной корреляции между одним из этих параметров и электрофоретической подвижностью белка нужно исключить влияние всех остальных.

Реактивы 
1. Сток - раствор АБ для приготовления геля (100 мл). 30 % акриламид - бисакриламид: навеску 29.6 г Акриламида растворяют в небольшом количестве воды, добавляют 0,4 г Бисакриламида, растворяют и доводят объем до 100мл Раствор хранят в тёмной склянке в холодильнике. 

	Внимание! Работу с акриламидом проводят под тягой, в перчатках!



2. Буфер для приготовления концентрирующего геля (25 мл). Трис-HCl буфер 0,625 М, рН 6,8. Навеску трис растворяют в половинном объеме воды (12 мл), рН раствора при перемешивании доводят до нужного значения с помощью концентрированной соляной кислоты. Затем водой доводят объем раствора до нужного значения.
3. Буфер для приготовления разделяющего геля (50 мл). Трис-HCl буфер 1,5 М, рН 8,8.

4. Персульфат аммония (ПСА). 10% (1 мл). Готовят в день приготовления геля.

5. ТЕМЕД. В нейтральной и щелочной средах его можно вносить в количестве, эквимолярном по отношению к персульфату. При полимеризации в кислой среде содержание ТЕМЕД следует значительно увеличить.
6. Раствор для приготовления агарозного геля (50 мл). 2%-ный раствор агарозы, приготовленный на растворе электродного буфера.

7. Электродный буфер (500 мл). 0,025 трис-0,192 М глицин, рН 8,3.

8. Краситель – “свидетель” (метчик) (0,5 мл). На электродном буфере готовят раствор, содержащий 0,001%-ный бромфенолового синего (рис. 5) и 10% сахарозы или глицерина.
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Рис. 5 Бромфеноловый синий
Оборудование

1. Камера для вертикального электрофореза (прибор Стадиера) в комплекте с источником постоянного тока (рис. 6).

2. Комплект оборудования для формирования геля: стекла (одинаковые по ширине, но разные по длине), спейсеры, гребёнка, скотч, канцелярские зажимы, вазелин (рис. 7), скальпель, ножницы.

3. Химические колбы, стаканы, пластиковые пробирки на 50 мл, автоматические пипетки-дозаторы регулируемого объема, одноразовые шприцы на 20 мл.
4. рН-метр.

5. Хроматографическая или фильтровальная бумага - 0,5 листа.

6. Холодильная камера.
[image: image9.emf][image: image10.jpg]



Рис. 6 Прибор Стадиера для электрофореза в вертикальных пластинах
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Рис. 7 Комплект оборудования для электрофореза
Ход работы

Первый этап. Сборка стекол.
Монтируют стекла, создавая объем, в котором будет полимеризоваться пластина геля. Ход работы по монтажу стекол показан на рис. 8 А-В.
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Рис. 8А Подбор стекол и спейсеров для электрофореза
Подбирают стекла одинаковой толщины и ширины, но разной длины. Размеры стёкол задаёт ширина и высота электрофоретической камеры, но нижнее стекло должно быть длиннее верхнего. В нашем случае высота нижнего стекла 83 мм, верхнего – 73 мм. Ширина стекол – 102 мм. Спейсеры смазывают вазелином и накладывают на нижнее (более длинное) стекло с левой и правой стороны. Расстояние от края стекла до спейсеров должно быть 1-1,5 см. Верхнее стекло осторожно накладывают поверх спейсеров и притирают.
[image: image15.jpg]



Рис. 8Б Заклейка скотчем краев стекол для электрофореза
Очень тщательно заклеивают широким скотчем сначала нижнюю сторону, затем боковые стороны стёкол. Облегчить этот процесс помогают канцелярские зажимы. Скотч должен ровно и в натяжении ложиться на края стёкол. Верхний край не заклеивают.
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Рис. 8В Создание агарозных «бортов»
Создают агарозные “борта” будущей пластины. Для этого зажимы смещают на нижнюю сторону, дополнительно укрепляя ими скотч. Пипеткой с отбитым носиком постепенно (порциями), быстро (пока агароза не застыла) и очень аккуратно заливают теплый жидкий агарозный гель между стёкол с боковых сторон (между спейсером и краем пластины). 
Второй этап. Полимеризация полиакриламидного геля и заполнение стёкол гелем.
1. Разделяющий гель (12,5%)
В пластиковой пробирке на 50 мл последовательно смешивают:
8,3 мл раствора АБ, 
5 мл буфера для разделяющего геля (Трис-HCl, рН 8,8), 
6,6 мл воды, 
24 мкл ТЕМЕД, 
160 мкл ПСА. 
Сразу после внесения ПСА пробирку закрывают и тщательно перемешивают содержимое в течение 1 мин. Затем быстро набирают жидкую гелевую смесь в шприц (без иглы) и аккуратно заполняют ею пространство между стёкол (примерно 2/3 объёма). Дают гелевой смеси застыть (рис. 9А).

Кислород ингибирует полимеризацию геля, поэтому дегазация смеси позволяет ускорить полимеризацию геля и снизить количество ПСА и ТЕМЕД в 1,5-2 раза.
2. Концентрирующий гель

Готовят смесь для концентрирующего геля. Последовательно смешивают в пластиковой пробирке на 50 мл:
1 мл раствора АБ, 
1 мл буфера для концентрирующего геля (Трис-HCl, рН 6,8), 
3 мл воды, 
24 мкл ТЕМЕД,

160 мкл ПСА.
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Рис. 9А Внесение гелевой смеси в пространство между стеклами с помощью шприца без
иглы
Сразу после внесения ПСА закрывают пластиковую пробирку и тщательно перемешивают содержимое в течение 5-10 сек. Между стекол вставляют гребёнку, смоченную раствором ПСА, затем с помощью шприца очень быстро и осторожно заливают жидкую смесь в оставшийся объём между стёклами. Дают гелю застыть. Полученную пластину геля можно хранить в течение суток в холодильнике.
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Рис. 9Б Пластина ПААГ, подготовленная для электрофореза

Третий этап. Внесение образцов
Для электрофоретического разделения используются пробы, подготовленные, как описано в Приложении. Из заполимеризовавшейся пластины геля извлекают гребенку, что приводит к формированию углублений в геле (“карманов”) объёмом 40 мкл каждый. Изогнувшиеся перегородки между карманами следует поправить иглой от шприца. В каждый карман автоматической пипеткой вносят 30 мкл пробы и 10 мкл раствора метчика – бромфенолового синего (рис. 10А).
Бромфеноловый синий нужен для наблюдения за ходом электрофореза. Молекулы этого красителя несут заряд того же знака, что и молекулы белка, но не взаимодействуют с ним. Скорость миграции красителя несколько выше, поэтому он идет с фронтом фореза. Ниже него белков нет.
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Рис. 10А Внесение исследуемых образцов и красителя в карманы геля

Поверх стекла маркером очерчивают границы карманов, надписывают варианты проб и линии, по которым предполагается разрезать гель после электрофореза (рис. 10Б).
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Рис. 10Б Разметка пластины
Четвертый этап. Подготовка электрофоретической камеры и проведение электрофореза.
Освободив от канцелярских зажимов и скотча, стекла с подготовленной гелевой пластиной устанавливают в прибор Стадиера (рис. 11А). 
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Рис. 11А Установка пластины в электрофоретическую камеру
В верхнюю и нижнюю ванночки прибора наливают электродный буфер. Из верхней ванночки буфер должен обязательно поступать к пробам в карманах геля через полоску хроматографической бумаги, как показано на рис. 11Б. Присоединяют провода: катод (-, красный провод) подключают к верхнему электроду, анод (+, синий провод) - к нижнему.


[image: image22]
Рис. 11Б Хроматографическая бумага, наложенная на поверхность проб, обеспечивает 
поступление к ним буфера из верхней ванночки прибора Стадиера (вид сверху)
Собранную электрофоретическую камеру предварительно охлаждают. Для этого ее помещают в холодильник за 10-12 часов до проведения электрофореза.
Для проведения электрофореза на прибор Стадиера подают электрический ток с напряжением 200 мВ, силой тока 12 мА. После того, как фронт красителя подойдет к нижнему краю пластины, прибор отключают от электропитания, гель осторожно вынимают из стекол, разрезают на равные части и используют для проявления и анализа (см. раздел 3).
2.2. Лабораторная работа №2. Проведение нативного вертикального диск-электрофореза в пластине ПААГ с использованием камеры VE-10 (фирма Helikon)
Современные модификации прибора Стадиера более удобны и просты в работе. Примером современной электрофоретической камеры является модель VE-10. Она позволяет проводить электрофорез одновременно на двух пластинах геля.
Реактивы 
1. Сток-раствор АБ для приготовления геля (100 мл). 30 % акриламид-бисакриламид: навеску 29,6 г акриламида растворяют в небольшом количестве воды, добавляют 0,4 г бисакриламида, растворяют и доводят объем до 100 мл. Раствор хранят в тёмной склянке в холодильнике. 

	Внимание! Работу с акриламидом проводят под тягой, в перчатках!



2. Буфер для приготовления концентрирующего геля (25 мл). Трис-HCl буфер 0,625 М, рН 6,8. Навеску трис растворяют в половинном объеме воды (12 мл), рН раствора при перемешивании доводят до нужного значения с помощью концентрированной соляной кислоты. Затем водой доводят объем раствора до нужного значения.
3. Буфер для приготовления разделяющего геля (50 мл). Трис-HCl буфер 1,5 М, рН 8,8.

4. Персульфат аммония (ПСА). 10% (1 мл). Готовят в день приготовления геля.

5. ТЕМЕД (100 мкл). В нейтральной и щелочной средах его можно вносить в количестве, эквимолярном по отношению к персульфату. При полимеризации в кислой среде содержание ТЕМЕД следует значительно увеличить.
6. Электродный буфер (500 мл). 0,025 трис-0,192 М глицин, рН 8,3.

7. Краситель – “свидетель” (метчик) (0.5 мл). На электродном буфере готовят раствор, содержащий 0,001%-ный бромфенолового синего (рис.5.) и 10% сахарозы или глицерина.

Оборудование

1. Камера для вертикального электрофореза (прибор Стадиера) в комплекте с источником постоянного тока. Вместе с камерой VE-10 используют источник тока "Эльф-4" (рис. 12).
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Рис.12 Камера VE-10 и источник тока "Эльф-4"
2. Комплект оборудования для формирования геля: стекла с приклеенными спейсерами, две гребенки, скальпель, ножницы.

3. Химические колбы, стаканы, пластиковые пробирки на 50 мл, автоматические пипетки-дозаторы регулируемого объема, одноразовые шприцы на 20 мл.
4. рН-метр.

5. Хроматографическая или фильтровальная бумага - 0,5 листа.

6. Холодильная камера.
Ход работы

Первый этап. Сборка камеры.
Камера VE-10 в разобранном виде (рис. 13А) состоит из рамки, двух наборов стекол (с выемкой и без выемки), четырех пластиковых зажимов с винтами и ванночки для электродного буфера. Стекла без выемки имеют прикленные спейсеры (рис. 13Б).
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Рис. 13А Составные части камеры VE-10
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Рис. 13Б Набор стекол с прикленными спейсерами
Внутреннее стекло (с выемкой) прикладывают к резиновой прокладке рамки камеры, сверху помещают внешнее стекло (без выемки) как показано на рис. 14.
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Рис. 14 Рамка камеры с собранными на ней стеклами
Стекла с обеих сторон прижимают пластиковыми зажимами, закручивают винты зажимов (рис. 15). Длинная часть зажимов должна быть направлена вниз.
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Рис. 15 Стекла, прижатые зажимами к рамке
Все повторяют с обратной стороны рамки для другого комплекта стекол. При необходимости второй комплект стекол может быть заменен заглушкой - толстым стеклом соответствующего размера.
Для заливки геля используют заливочный столик (рис. 16А). Собранную камеру помещают на силиконовую прокладку столика, сверху накрывают крышкой столика и закрепляют ее прижимными винтами (рис. 16Б). Винты закручивают одновременно и достаточно плотно.
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Рис. 16 Заливочный столик: А - в разобранном виде, Б - камера, закрепленная в столике
Второй этап. Приготовление и заливка гелей.
Заливку гелей производят так же, как и в Лабораторной работе №1, при этом не требуется заклейка стекол скотчем и создание агарозной пробки (рис. 17). Сначала заливают разделяющий гель, ждут его застывания, затем между стекол помещают гребенку и заливают концентрирующий гель.
Для приготовления 15% разделяющего геля (для создания одной пластины нужно 10 мл) смешивают:

4,5 мл раствора АБ,

2,5 мл трис-HCl буфера, рН 8.8,

3 мл воды,

20 мкл ТЕМЕД,

160 мкл ПСА.
Полученный раствор быстро встряхивают (для перемешивания) и сразу заливают между стеклами с помощью автоматической пипетки.
Для приготовления концентрирующего геля смешивают:

1 мл раствора АБ,

1 мл трис-HCl буфера, рН 6,8,

3 мл воды,

20 мкл ТЕМЕД,

160 мкл ПСА,

встряхивают и быстро заливают. Сразу между стеклами помещают гребенку.
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Рис. 17 Заливка геля в заливочном столике
Третий этап. Внесение проб и подготовка камеры к работе.
После застывания гелей достают гребенку, в образовавшиеся лунки внсят пробы и краситель, как в Лабораторной работе №1.  Столик разбирают, камеру достают и, не снимая зажимов, помещают в ванночку (камера должна устойчиво стоять в ванночке). Сверху надевают крышку с электродами (рис. 18), следя за соблюдением полярности (цвет клемм на камере должен совпадать с цветом электродов на крышке).
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Рис. 18 Подготовка камеры к работе
Камеру с ванночкой помещают в холодильник. Электродный буфер наливают в ванночку и во внутреннее пространство камеры до внутренней границы стекол (он на несколько миллиметров должен покрывать гель).
Четвертый этап. Проведение электрофореза.
Подключают источник питания Эльф-4, задают нужные параметры подаваемого напряжения или силы тока и запускают процесс. Обычно электрофорез проводят при значении напряжения 120-140 В в концентрирующем геле и 180 В - в разделяющем. После того, как фронт красителя подойдет к нижнему краю пластины (рис. 19), прибор отключают от электропитания, гель осторожно вынимают из стекол, разрезают на равные части и анализируют (см. раздел 3).
[image: image34.jpg]e





Рис. 19 Гель с границей бромфенолового синего после окончания электрофореза
2.3. Лабораторная работа № 3. Определение молекулярной массы белков с помощью гель-электрофореза в денатурирующих условиях (SDS-ПААГ)
Белок, четвертичная структура которого состоит из нескольких субъединиц, после обработки концентрированным раствором анионного детергента додецилсульфата натрия (SDS) в присутствии β-меркаптоэтанола, распадается на отдельные полипептидные цепи. Белки из единственной субъединицы образуют один полипептид.
Взаимодействие любых полипептидов с SDS придает им отрицательный заряд, что обеспечивает их движение к аноду при использовании диск-электрофореза в ПААГ. Присутствие додецилсульфата натрия обеспечивает линейную зависимость между молекулярной массой белков и их подвижностью (уравнение 7).
	Электрофоретическая подвижность разделяемых полипептидов убывает с возрастанием логарифма их молекулярной массы

u = A - B • lgMr                                        Уравнение 7
где А и В - коэффициенты, зависящие от пористости геля, температуры и других условий эксперимента


Коэффициенты А и В определяют экспериментально. Для этого одновременно с исследуемой смесью электрофоретическому разделению подвергают набор белков-«маркеров», молекулярные массы которых точно известны. Для удобства электрофоретическую подвижность представляют в относительных единицах - в значениях величины Rf , рассчитываемых путем деления длины пути, пройденного за время электрофореза данным белком, к длине пути, пройденного лидирующим красителем (бромфеноловым синим). Измерив длину пути, пройденного при электрофорезе лидирующим красителем и каждым из маркеров, рассчитывают значения их Rf. Затем, зная молекулярные массы маркеров, строят экспериментальную зависимость lgMr от Rf. Если пористость геля выбрана правильно, то такая зависимость будет линейной. Рассчитав Rf для интересующего нас белка, по графику находят для него величину lgMr и рассчитывают Mr (рис. 20).
           1 – фосфорилаза В, 97400 Да,

            lgMr = 4,99
2 – бычий сывороточный
альбумин, 68 000 Да,
 lgMr = 4,83;
3 - яичный альбумин, 45000  Да,

lg Mr = 4,65;
4 – карбоангидраза, 31000 Да,

 lg Mr = 4,49
5 – соевый белок - ингибитор 
трипсина, 21500 Да, lg Mr = 4,33;
6 – лактальбумин, 14500 Да, 

lg Mr = 4,16
Рис. 20 Зависимость между молекулярной массой и относительной подвижностью белка при гель-электрофорезе в ПААГ в присутствии SDS (в полулогарифмической системе координат). Молекулярная масса исследуемого полипептида оказалась равной 36,5 кДа (lg 4,56)
В настоящее время в продаже имеются наборы белков-маркеров, в которые входят очищенные нативные белки различной молекулярной массы. Кроме того, существуют наборы окрашенных соединений – маркеров молекулярной массы, которые уже с момента нанесения на гель помогают следить за ходом электрофоретического разделения. 

Реактивы, оборудование и ход электрофореза в денатурирующих условиях те же, что и при нативном диск-электрофорезе, за исключением важных отличий:
- в начале работы проводится денатурация проб,

- в составе всех буферов присутствует SDS: в буферах для приготовления концентрирующего и разделяющего гелей в концентрации 0,4%, в электродном буфере – 0,1%, в буфере для приготовления проб – 2%.
Реактивы

1. Раствор АБ для приготовления геля (50 мл). Акриламид – 30%-ный раствор, приготовленный на 0,4%-ном растворе метиленбисакриламида. Раствор хранят в тёмной склянке в холодильнике. 

	Внимание! Работу с акриламидом проводят под тягой, в перчатках!


2. Буфер для приготовления концентрирующего геля (25 мл). Трис-HCl буфер, 0,625 М, содержащий 0,4%-ный SDS, рН 6,8.
3. Буфер для приготовления разделяющего геля (50 мл). Трис-HCl буфер 1,5 М, содержащий 0,4% SDS, рН 8,8.

4. Персульфат аммония (ПСА). 10%, (1 мл). Готовится в день приготовления геля.

5. ТЕМЕД (100 мкл).
6. Раствор для приготовления агарозного геля. 2%-ный раствор агарозы в электродном буфере.

7. Электродный буфер (500 мл). 0,025 трис-0,192 М глицин, содержащий 0,1%-ный SDS, рН 8,3.

8. Буфер для приготовления проб. Налив в стакан приблизительно 60 мл воды, в ней растворяют 0,756 г трис, 1г SDS, 10 мл глицерина, 1 мг бромфенолового синего, доводят концентрированной HCl до рН 6,8. Перед употреблением в полученный раствор добавляют 5 мл β-меркаптоэтанола (в вытяжном шкафу). С помощью мерной колбы объем раствора доводят до 100 мл.
9. ТХУ. 12,5%-ный раствор.

10. Кумасси R-250 или G-250 (ход приготовления см. в Лабораторной работе №5).

11. Раствор белков-маркёров с известной молекулярной массой. Концентрация каждого из маркеров в смеси - 102 мкг/30 мкл. Раствор готовят на буфере для приготовления проб.
Оборудование

1. Камера для вертикального электрофореза VE-10 в комплекте с источником постоянного тока.
2. Комплект оборудования для формирования геля.
3. Водяная баня.

4. Центрифуга (10000g) – для белков из гомогената тканей.

5. рН-метр.
6. Холодильная камера.
7. Химические колбы, стаканы, пластиковые пробирки на 5 и 50 мл, автоматические пипетки-дозаторы регулируемого объема, одноразовые шприцы на 20 мл.
8. Хроматографическая или фильтровальная бумага - 0,5 листа.

Ход работы

Готовят и денатурируют пробы. Белки из гомогената тканей желательно экстрагировать буфером для приготовления проб (с SDS). Полученную взвесь центрифугируют при 10000g 15 мин и дальше работают с супернатантом. Белковые пробы, полученные иным способом, смешивают с буфером для приготовления проб в соотношении 1: 2 или 1 : 3 (по объему). Затем подготовленные пробы и растворы белков-маркёров погружают в кипящую воду и нагревают 2 мин при 95 – 1000С.
Собирают камеру VE-10, готовят и заливают гели, как описано в Лабораторной работе № 2. Внимание! Состав гелей отличается от описанного в Лабораторной работе №2!
В каждый карман геля вносят по 30 мкл белкового раствора – пробы или метчиков. Следят, чтобы во вносимой порции раствора содержалось от 10 до 50 мкг суммарного белка. Проводят электрофорез при следующей силе тока: пока образцы входят в гель – 50 мА на блок, далее – при 80 мА.

Готовые электрофореграммы окрашивают кумасси ярко-синим, как описано в Лабораторной работе №5. 
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Рис. 21 Электрофореграмма, проявленная с использованием кумасси ярко-синего
Используя проявленную электрофореграмму (пример см. на рис. 21), рассчитывают относительную подвижность каждого из белков-маркеров по формуле:

                   Rf = L / L1,                                    Уравнение 8
где L – расстояние, пройденное от линии старта белком (мм);

 L1 – расстояние, пройденное от линии старта бромфеноловым синим (мм).
Затем строят график по точкам, у которых абсцисса – это значение Rf, ордината – логарифм молекулярной массы определенного белка маркера (см. образец на рис. 20). 
Рассчитывают величину Rf исследуемого белка. Используя полученный калибровочный график, находят сначала логарифм молекулярной массы, а затем – молекулярную массу белков, находящихся в пробе.

Погрешность метода составляет ± 10 %.
2.4. Лабораторная работа № 4. Особенности проведения горизонтального электрофореза с использованием системы фирмы Bio-Rad (США)
Как уже упоминалось ранее (с.9), по ориентации носителя (геля) выделяют вертикальный и горизонтальный электрофорез. Для выделения и очистки белков чаще всего используют вертикальную ориентацию геля, в то время как горизонтальную – для работы с нуклеиновыми кислотами. В ряде случаев система для горизонтального электрофореза может использоваться и при работе с белковыми смесями, например, для выделения фракций белков сыворотки крови или получения изоформ мышечного белка тайтина. Горизонтальное расположение геля облегчает его заливку, но при этом затрудняет внесение проб.
Оборудование

1. Система для горизонтального электрофореза и комплект оборудования для формирования геля фирмы Bio-Rad (рис. 22).
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Рис.22 Система для горизонтального электрофореза фирмы Bio-Rad

2. Источник постоянного электрического тока «Эльф-4» (см. Лабораторную работу № 2).

Ход работы

Первый этап. Сборка оборудования для заливки геля.
Комплект оборудования для формирования геля состоит из столика для заливки геля с неподвижной и подвижной стенками и лотка для геля, проницаемого для ультрафиолетового излучения. Столик для заливки геля комплектуется съемной стенкой. Для формирования лунок в геле используют гребенку (рис. 23).
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Рис. 23 Комплект оборудования для формирования геля
Лоток для геля помещают на столик для заливки вплотную к неподвижной стенке столика, с помощью подвижной стенки формируют замкнутую камеру для заливки геля и фиксируют ее положение рукояткой. Собранная система для заливки геля должна быть установлена горизонтально на рабочем столе. На дно лотка помещают уровень, при необходимости корректируют положение системы с помощью регулировочных винтов (рис. 24А).
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Рис. 24 Система для заливки геля
Второй этап. Приготовление и заливка гелей.
Перед заливкой геля в лоток помещают гребенку для формирования лунок. Готовят гель для электрофореза. При работе с нуклеиновыми кислотами используют агарозные гели различной концентрации, для разделения белков агарозу смешивают с небольшим количеством (1-3%) полиакриламида.
В лоток помещают гребенку и заливают гель (рис. 24Б). Толщина полученной после застывания пластины геля, как правило, не превышает 1 см. При использовании лотка с длиной стороны равной 15 см, для создания пластины толщиной 1 см необходимо 200 мл геля.

Третий этап. Внесение проб и подготовка системы к работе.
После застывания геля достают гребенку, столик разбирают, лоток вместе с гелем достают и помещают в систему для горизонтального электрофореза. Система заполняется буфером для электрофореза до максимальной отметки, при этом буфер должен покрывать гель слоем толщиной несколько миллиметров. В лунки вносят образцы, смешанные с красителем, как в Лабораторной работе № 1. Отличие заключается в том, что образцы вносят в лунки под слоем буфера, поэтому манипуляцию нужно проводить крайне осторожно! Сверху надевают крышку с электродами (рис. 25), следя за соблюдением полярности (цвет клемм на камере должен совпадать с цветом электродов на крышке).
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Рис. 25 Готовая к работе система для проведения горизонтального электрофореза
Четвертый этап. Проведение электрофореза.
Систему помещают в холодильник. Подключают источник питания Эльф-4, задают нужные параметры подаваемого напряжения или силы тока и запускают процесс. После того, как фронт красителя подойдет к краю пластины, прибор отключают от электропитания, гель при необходимости окрашивают и приступают к анализу (см. раздел 3).
3. ПРОЯВЛЕНИЕ И АНАЛИЗ ЭЛЕКТРОФОРЕГРАММ

3.1. Способы проявления электрофореграмм

Зоны разделившихся белков удобно анализировать, если их проявить –  сделать видимыми невооруженным глазом. Проявление осуществляют либо с целью обнаружения всех белков, либо только белков с определенной ферментативной активностью. В последнем случае получают зимограммы (энзимограммы). 
Иногда делят белки, заранее меченные хромофором (например, флуорескамином), и обнаруживают их по флуоресценции в УФ-области спектра с помощью специального оборудования. Используют также и радиоактивную метку (радиоактивным углеродом или йодом). Регистрацию полос в этом случае проводят методом авторадиографии с помощью рентгеновской пленки.

Окрашивание белковых зон на ПААГ-электрофореграмме

Разделившиеся зоны белков фиксируют осаждением смесью уксусной кислоты и этанола (реже – метанола) или раствором ТХУ и окрашивают, используя раствор красителя. Фиксация предотвращает размывание зон из-за диффузии белковых молекул в геле.

Используют такие красители, как амидочерный (амидошварц), кумасси ярко-синий (марок G-250, R-250), Zn/имидазол, нитрат серебра. Окраска полос происходит пропорционально количеству белка в зоне. Она также зависит от чувствительности красителя: на рис. 22 видно, что нитрат серебра выявляет зоны с меньшим содержанием белка, чем кумасси.

Амидочерный – краситель с фирменным названием “Amido Black 10B” – широко применялся несколько десятилетий назад. Препараты амидочерного не отличались постоянством характеристик, поэтому результаты окрашивания при использовании различных партий красителя заметно отличались друг от друга. Кроме того, амидочерный весьма неравномерно связывался с разными белками и плохо отмывался от геля. Электрофореграмму погружали на 1 – 8 ч в 1%-ный раствор амидочерного в 7%-ном растворе уксусной кислоты или в 0,1%-ный раствор красителя в смеси метанола, уксусной кислоты и воды (10 : 1 : 30). Затем не связавшийся с белком краситель многократно и длительно отмывали либо уксусной кислотой, либо смесью уксусной кислоты, этанола (или метанола) и воды. В итоге получали темные полосы белков, связавших краситель, на светлом фоне отмытого геля.

Чрезвычайно высокой чувствительностью отличаются методы окраски белковых зон с помощью Zn/имидазола и солей серебра. Проявление с помощью Zn/имидазола состоит в последовательной обработке геля растворами 0,2М имидазола и 0,3М ZnCl2 в очень чистой дистиллированной воде, полученной с применением ионообменной хроматографии и очистки на мембранных фильтрах (дистиллят mQ). Сочетание этих реактивов позволяет выявить 3-30нг белка на полосу. Окрашивание с использованием нитрата серебра приближается по чувствительности к авторадиографии. Серебро связывается с белками, затем следуют этапы восстановления и усиления окраски (рис. 26Б).
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Рис. 26 Окраска белков после электрофореза различными красителями. А - Коллоидным Кумасси G-250, Б – серебром

В настоящее время самым удобным и широко используемым является краситель кумасси ярко-синий, или бриллиантовый синий («Coomassie brilliant blue», он же ксилоловый яркий цианин), выпускаемый в двух модификациях: R-250 и G-250 (рис. 27). Обе модификации кумасси плохо растворимы в воде и разбавленных кислотах, причем G-250 растворяется еще хуже, чем R-250. Более полному растворению способствует добавление в раствор кумасси метанола, изопропанола или других спиртов. Не растворившиеся примеси следует отфильтровать.
По сравнению с другими красителями кумасси ярко-синий имеет следующие преимущества:

- его чувствительность выше, чем у амидочерного (для R-250 0,3-1,0 мкг, для G-250 – около 10 нг белка в полосе) и в большинстве случаев вполне подходит исследователям, 

- зависимость интенсивности окраски от концентрации белка остается линейной в более широком диапазоне концентраций, чем для амидочерного,

- кумасси значительно дешевле и проще в использовании, чем нитрат серебра и не требует особо чистой дистиллированной воды, как Zn/имидазол,

- в отличие от гелей, окрашенных Zn/имидазолом, гели при использовании кумасси можно хранить (либо высушить, либо поместить в 5%-ную уксусную кислоту, где существенного снижения интенсивности окраски полос не произойдет в течение 8-11 недель).
[image: image42.png]CH3 CII3

Na03S 03

NH

! Csz




Рис.27 Кумасси ярко-синий G-250. В модификации R-250 две метильные группы удалены
3.1.1. Лабораторная работа №5. Проявление гель-электрофореграмм кумасси ярко-синим
Реактивы

1. Кумасси ярко-синий марок R250 и G-250
2. Этанол (300мл)

3. Ледяная уксусная кислота (150мл)

4. ТХУ, 12%-ный раствор (200мл)

Оборудование

1. Водяная баня (электроплитка, ёмкость для кипячения)

2. Ванночки и стаканы для проявления и отмывки геля.
3. Стеклянные воронки, фильтровальная бумага.

4. Цифровая фотокамера.
Ход работы

Способ 1. Окраска кумасси ярко-синим R250, совмещенная с фиксацией

1) Подготавливают кипящую водяную баню, установленную в вытяжном шкафу.

2)  Готовят раствор красителя следующего состава: этанол – 300 мл, ледяная уксусная кислота – 60 мл, кумасси R250 – 0,7г. При необходимости фильтруют (под тягой). 
3) Гель помещают в стакан и заливают пятикратным (относительно объема геля) объемом раствора красителя. Стакан с гелем помещают на водяную баню в вытяжной шкаф и кипятят 10 мин. При комнатной температуре окраска также возможна, но займет 4 – 5 ч.

4) Сливают краситель из стакана, промывают гель дистиллированной водой и заливают 7%-ной уксусной кислотой. Кипятят на водяной бане 5 мин, затем дважды меняют раствор уксусной кислоты на свежий и повторяют кипячение. Добавление в раствор уксусной кислоты мелких кусочков фильтровальной бумаги, сорбирующей краситель, ускоряет отмывку.

Способ 2. Последовательное проведение фиксации и окрашивания белков в геле с помощью кумасси ярко-синего G-250  

1) Готовят водный раствор, содержащий 0,25% (масса/объём) кумасси ярко-синего G-250, фильтруют.
2) Гель полностью погружают на 5 мин в фиксирующий раствор - 12% ТХУ.
3) К гелю, залитому ТХУ, добавляют водный раствор кумасси ярко-синего G-250 из расчета: на каждые 40 мл раствора ТХУ – 2 мл раствора кумасси, тщательно перемешивают и выдерживают 30 минут. 
Затем электрофореграмму фотографируют. 
3.2. Лабораторная работа №5. Обнаружение на гельэлектрофореграмах пероксидазной, фенолоксидазной и супероксиддисмутазной активностей
Получение энзимограмм
Для визуализации белков, имеющих определенную ферментативную активность, часто используют инкубацию геля в растворе специфических субстратов, дающих окрашенный продукт под действием искомого фермента. Альтернативным способом является введение субстрата в состав геля (как добавки при полимеризации). Например, введение казеина в ПААГ с последующим окрашиванием электрофореграммы на наличие белка позволяет обнаружить полосы, где белок расщепился. Именно в этих полосах локализованы протеиназы.

Принцип метода
Появление окраски белковых полос с пероксидазной активностью объясняется протеканием следующей реакции:

[image: image43]
Белковые полосы с фенолоксидазной активностью окрашиваются в рзультате реакции окисления пирокатехина и парафенилендиамина фенолоксидазой: 
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Супероксиддисмутазная активность на электрофореграмме выявляется с помощью солей тетразолия. Самой чувствительной солью тетразолия является нитросиний тетразолий. Реакция с его участием приведена ниже.
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Появление сиреневого цвета фона объясняется образованием голубого формазана в реакции НСТ с супероксидными радикалами. Радикалы О2.- образуются на свету при реакции рибофлавина с кислородом воздуха. В местах локализации СОД окрашивание отсутствует, так как СОД, снижая количество супероксидных анион-радикалов, препятствует образованию голубого формазана.
Реактивы
1. Н2О2  0,015% и 0,05М (по 300 мл) 
2. Уксусная кислота 7% (600 мл) и 0,2М (100 мл)
3. Тригидрат ацетата натрия 0,2М (100 мл). Мr=136,09.
3. Ацетатный буфер рН 5,4. К 86 мл 0,2 М раствора тригидрата ацетата натрия добавляют 14 мл 0,2 М уксусной кислоты, проверяют значение рН.

4. Бензидиновый реактив, 0,005 М (200 мл). 
ОСТОРОЖНО! Бензидин - канцероген! Мерную колбу на 200 мл на 2/3 заполняют дистиллированной водой, добавляют 2,3 мл ледяной уксусной кислоты и 184 г бензидина (Мr бензидина =184,23). Колбу подогревают до 50°С на водяной бане, периодически взбалтывая, в течении 10-15 мин. После полного растворения бензидина в колбу добавляют 5,45 г уксуснокислого натрия. После его растворения колбу охлаждают, объем раствора доводят до 200 мл. 

5. п-Фенилендиамин 0,01% (200 мл).
6. Пирокатехин 1% (200 мл) 
7. Раствор нитросинего тетразолия в калий-фосфатном буфере 50 мМ рН 7,8 (200 мл). Берут навески, необходимые для приготовления 200 мл 1мМ ЭДТА, 2,6 мкМ рибофлавина (Мr= 376,4), 1,2 мМ нитросинего тетразолия (НСТ). Готовят 100 мл 0,2М калия фосфата однозамещенного КH2PO4 и 100 мл 0,2М КОН. К 50 мл раствора КH2PO4 приливают 44,5 мл раствора КОН и 50 мл воды, при необходимости доводят значение рН. В полученном объеме растворяют подготовленные навески ЭДТА, рибофлавина и нитросинего тетразолия. После этого доводят объем до 200 мл. 
Оборудование

1. Ванночки для проявления электрофореграмм
2. Люминесцентная лампа.

3. Непроявленная гель-электрофореграмма.

4. Цифровая фотокамера.

5. Скальпели, пинцеты.
Ход работы

Непроявленную пластину гель-электрофореграммы аккуратно разрезают вдоль треков на 3 части. Каждую из частей проявляют на активность одного из указанных ниже ферментов. 
Выявление пероксидазной (ПО) активности

1) Одну из трёх частей геля помещают в ацетатный буфер рН=5,4 на 10 минут. 

2) Слив ацетатный буфер, заменяют его раствором бензидина (0,005 М), в котором инкубируют гель 20 минут. 

3) Промывают гель дистиллированной водой и погружают в 0,015% раствор Н2О2 на 0,5-1 мин до появления полос (рис. 28А).
4) С помощью цифровой фотокамеры фотографируют полученную зимограмму и сохраняют изображение в памяти компьютера. 

5) Фиксируют зоны с пероксидазной активностью, погрузив гель в 7% уксусную кислоту.
Определение фенолоксидазной (ФО) активности

1) Вторую из трёх частей геля погружают в 0,01% раствор п-фенилендиамина на 30 минут.
2) Промывают гель дистиллированной водой и погружают в 1% раствор пирокатехина до появления полос. 

3) С помощью цифровой фотокамеры фотографируют полученную зимограмму и сохраняют изображение в памяти компьютера.
4) Фиксируют зоны с фенолоксидазной активностью, погрузив гель в 7% уксусную кислоту.
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Рис. 28 Результат проявления электрофореграмм на ферментативную активность.

А - пероксидаза, Б- супероксиддисмутаза
Определение супероксиддисмутазной (СОД) активности

1) Третью из частей геля выдерживают 20 минут в темноте в растворе нитросинего тетразолия (НСТ) в калий-фосфатном буфере рН 7,8.
2) Промывают гель дистиллированной водой и освещают люминес-центной лампой до появления полос (рис. 28Б). 
ПРИМЕЧАНИЕ: для идентификации Mn-СОД-изоформы часть геля до окраски выдерживают в течение 30 минут в 0,05 М Н2О2, при этом ингибируется Cu/Zn-СОД и Fe-СОД. Затем обрабатывают, как описано выше.
3) С помощью цифровой фотокамеры фотографируют полученную зимограмму и сохраняют изображение в памяти компьютера. 

3.3. Лабораторная работа №6. Обработка изображений геля с помощью программы One-Dscan 
Современные программные средства обработки изображений дают возможность не только сохранять изображения гелей, но и улучшать качество снимков (резкость, контрастность), переводить информацию изображения в цифровую форму и представлять ее в виде графиков. Программное обеспечение дает возможность усредненного расчета оптической плотности отдельных фракций путем автоматического определения границ «дорожек» и многократного сканирования каждой из них в нескольких «разрезах», что позволяет исключить ошибки из-за локальных микродефектов и неровного положения носителя, а также до определенной степени нивелировать искривление дорожки и влияние окрашенного фона при неполной отмывке. На экран дисплея и на принтер может быть выведен график с рассчитанным содержанием отдельных белковых фракций. При необходимости маркеры границ фракций на графике можно скорректировать, при этом будет произведен пересчет их показателей. 
Однако важно помнить, что  решающим фактором в процессе эффективного применения программных средств обработки изображений является высокое качество исходных фотоизображений. Загрязнения (в том числе – надписи), пузыри воздуха, блики, неравномерно освещенное поле недопустимы на обрабатываемых фотографиях. Особое внимание следует уделить обеспечению бестеневого освещения снимаемых объектов. Непрозрачные электрофореграммы фотографируют только в отраженном свете, а прозрачные гели (например, полиакриламидный) – как в отраженном, так и в проходящем свете.
Оборудование

1. Персональный компьютер.

2. Программа One-Dscan (DSP Inc., США).
3. Сохраненные в памяти компьютера изображения электрофореграмм, проявленных на содержание белка или на ферментативную активность
Ход работы

Полученные цифровые изображения зимограмм обрабатывают с использованием компьютерной программы One-Dscan.
1) С помощью графического редактора (Photoshop, ACDSee, Corel Draw и др.) цифровые фотографии переводят в черно-белые рисунки и сохраняют в формате TIFF, присвоив им имя на английском языке. 

2) Обработанные рисунки копируют в специальную папку (по умолчанию – Scan) в директорию, находящуюся в С:/User/Documents/One-Dscan. 

3) Запустив приложение One-Dscan, в появившимся диалоговом окне находят копируемый файл и открывают его. 

4) В окне “New Experiment” выбирают команду “No initialization”. В окне программы появится отредактированная фотография. 

5) В строке задач программы выбирают функцию “Analyze” и команду “Mark Lanes Location” (стрелка курсора изменится на крест). 

6) Курсор мыши подводят к началу трека (дорожки) геля и, удерживая левую кнопку, вытягивают линию до конца пробега (то есть положения зоны красителя бромфенолового синего). Отпускают кнопку мыши: на рисунке появятся границы в виде цветных крестов, а значок курсора изменится на стрелку. 

7) Курсор устанавливают на выбранный трек и, нажав правую кнопку мыши, выбирают команду “Define Lanes”. В появившемся окне “Number of Lanes” выбирают число зон - поялвляется новое окно, в котором дают имя образцу и подтверждают выбор командой “ok”. Программа автоматически (по умолчанию) сгенерирует на треке зоны для анализа. 

8) Подведя курсор к анализируемому треку, нажимают правую кнопку мыши и выбирают команду “Edit Band Detection Parms”. В появившемся диалоговом окне “Edit Band Detection Parms” устанавливают число видимых глазом белковых зон и выбирают команду “At Min”, затем подтверждают выбор (ok). На треке изменится количество «чёрточек». 

9) Подведя курсор к треку, нажимают правую кнопку мыши и выбирают команду “Edit Detected Bands” - появится курсор в виде креста. Этот курсор подводят к белковым зонам и, нажимая левую кнопку мыши, помечают их.
Для коррекции меток подводят курсор и нажимают правую кнопку мыши, в контекстном меню выбирают нужную команду:

Add band - добавить метку полосы
Move band - переместить метку
Delete band - удалить лишнюю метку
10) Нажимают правую кнопку мыши и выбирают команду “Done edit bands”, после чего левой кнопкой нажимают 2 раза на анализируемом треке. Сбоку от рисунка появится диаграмма интенсивности окраски данной линии. Подведя курсор к этой диаграмме, нажимают правую кнопку мыши, выбирают команду “Calc Integrated Density” и подтверждают выбор (ok). На диаграмме появятся пунктирные линии.
11) Нажимают правую кнопку мыши и выбирают команду “Edit Drop Lanes” (значок курсора изменится на крест со стрелками). Подводя курсор к пунктирным линиям и передвигая их выставляют границы пятна белковой зоны. 

12) Правой кнопкой мыши вызывают команду “Done edit drop lanes”. 

13) Закрывают диаграмму трека и запускают процедуру анализа. На панели задач “File” выбирают команду “Reports”. 

14) В появившемся диалоговом окне “Experiment Report” выбирают “Band Report” и нажимают “Save”, вводят название файла на английском. Данные сохраняются в формате TXT в папке "One-Dscan" в виде таблицы. В сохраненном файле проверяют наличие всех столбцов.
3.4. Лабораторная работа №7. Получение изображений гель-электрофореграмм и их анализ с помощью гельдокументирующей системы QUANTUM ST4 (Vilber Lourmat, Франция)
Для получения высококачественного изображения гель-электрофореграмм в настоящее время существуют комплексы, позволяющие производить цифровую фотосъемку в условиях “темной комнаты” при строго заданных параметрах падающего света, а затем с помощью программного обеспечения улучшать качество полученного изображения и использовать это изображение для анализа и удобного представления электрофоретических данных. Примером такого комплекса является гельдокументирующая система QUANTUM ST4 (Vilber Lourmat, Франция).
Оборудование

1. Гель-документирующая система QUANTUM ST4-3020/WL/LC/20M (рис.29), снабженная “темной комнатой” CN-3000 (режимы освещения: белый свет, ультрафиолетовый свет 254 или 365 нм) и блоком оптики (цифровая фотокамера, система светофильтров, увеличитель и др.).
2. Персональный компьютер.

3. Программное обеспечение Quantum-Capt (Vilber Lourmat, Франция).
4. Гель-электрофореграмма белков, окрашенных Кумасси ярко-синим. 
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Рис.29 «Темная комната» гель-документирующей системы QUANTUM ST4
При использовании соответствующих фильтров и УФ-освещения можно анализировать гель-электрофореграммы флуоресцентных белков (GFP) или белков, меченных хромофором, обеспечивающим флуоресценцию при УФ-свете. 

ВНИМАНИЕ! Использование ультрафиолета представляет опасность для исследователя! Необходимо пройти у преподавателя дополнительный инструктаж по технике безопасности и проведению работы!
Ход работы
1. Получение изображения.

Включают “темную комнату”, нажав клавишу на ее задней стенке.

Включают персональный компьютер, подсоединенный к комплексу “темной комнаты”.
Гель-электрофореграмму белков, окрашенных кумасси ярко-синим, помещают в “темную комнату” CN-3000 и плотно закрывают дверцу “темной комнаты”, пользуясь запорным устройством дверцы.

Нажав клавишу белого света (“white light”) на передней панели “темной комнаты”, убеждаются в том, что исследуемая гель-электрофореграмма освещена белым светом (при правильной работе лампы белого света загорается окошко индикатора, находящееся рядом с клавищей “white light”).

Запускают программное обеспечение Quantum-Capt. В появившемся окне в левом нижнем углу находят поле выбора режимов, в котором выбирают и открывают папку “Fluorescence” (рис.30). Эта папка позволяет настроить параметры получения изображения и осуществить его “захват”
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Рис.30 Стартовое окно программного обеспечения Quantum-Capt (красным прямоугольником показано поле выбора режимов
Открыв папку “Fluorescence”, нажимают “Start preview”, на экране компьютера появляется изображение изучаемой гель-электрофореграммы в реальном времени. Кадры обновляются через каждую 1/20 секунды в течение 2 мин, затем следует автоматическая остановка данного режима.

Вращая (вручную или с помощью меню функции “Start preview”) кольца блока оптики, расположенные под фотокамерой на верхней стенке “темной комнаты”, подбирают увеличение, фокус и апертуру, оптимальные для четкости изображения. Закрытие апертуры делает изображение темнее, изменение фокуса меняет четкость изображения. Изменяя увеличение, добиваются, чтобы вся пластина геля умещалась на экране монитора. При необходимости изменяют расположение геля в “темной комнате” (открывают темную комнату и вручную изменяют позицию геля). Получают первое изображение геля по истечении времени экспозиции, сохраняют его в формате TIFF. Изменяют время экспозиции, сдвигая ползунок под заголовком “Image capture” (изменения от 80 миллисекунд до 5 секунд). При необходимости можно перейти к другому временному масштабу, предусмотренному программным обеспечением - от 6 секунд до 2 минут (переход выполняется преподавателем). Выбрав второе значение времени экспозиции 3 секунды, получают и сохраняют второе изображение геля. Третье изображение получают, используя функцию “Autoexposure”. Она обеспечивает время экспозиции, вычисленное автоматически для данного режима съемки. Его также сохраняют. Используя функцию “Set up”, меняют разрешение кадра (“Sensitivity” - полное, 2х2, 4х4) и отмечают изменения изображения. Проверяют функцию наложения сетки (“Grid”) на изображение, используемую для более точного размещения геля. Нажатие любой клавиши со словом “Stop” (например, “ Stop exposure” или “Stop preview”) до истечения времени экспозиции прервет работу в режиме прямой визуализации объекта и обеспечит “захват” последнего из изображений.

2. Анализ изображения

Открывают изображение гель-электрофореграммы в формате TIFF.

Открывают папку “Image analysis” (анализ изображений) и выбирают: 

- модуль “Molecular Weight” для определения молекулярной массы белка или 

- модуль “Distance calculation” для определении Rf. 

Главная панель модуля “Molecular Weight” имеет следующий вид (рис. 31):

Сначала определяют, какие треки (дорожки) на электрофореграмме следует проанализировать. Для этого на главной панели выбирают “Lane definition”. Появится окно, в котором указывают направление треков (вертикальное или горизонтальное) на обрабатываемом изображении электрофореграммы, а также общее число (Total lanes) анализируемых треков. Нажав на изображении левой кнопкой мыши и перетаскивая появившуюся границу, выделяют на электрофореграмме область для дальнейшего анализа, в которую должны попасть все анализируемые треки. Фиксируют результат выделения, нажав на “Detect the bands”.
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Рис. 31 Главная панель модуля “Molecular Weight”

Затем выделяют белковые зоны – полоски на каждом треке. Для этого на главной панели выбирают “Band detection”. Появится окно, в котором указывают номер трека (Lane number) и форму курсора (линейный или квадратный). С помощью мыши размечают на выбранном треке местоположение белковых зон. Для этого наводят курсор на выбранное место и, нажав кнопку мыши, закрепляют его местоположение. На изображении появится линия детекции. Второй щелчок на той же линии приведет к ее удалению. Закрыв профиль (Close the profile), переходят к следующему треку. Закончив разметку всех белковых полос, нажимают ОК.

Определение молекулярной массы анализируемых белков невозможно без информации о молекулярных массах белков-маркеров. Эту информацию вводят, выбирая на главной панели “Marker values” (маркерные величины). Появляется окно следующего вида:


 В окне указывают номер трека, по которому двигались белки-маркеры (marker lane number). Маркировочные линии задают автоматически (режим “Automatic”) одним из трех способов:

а) “Load” позволяет загрузить величины, имеющиеся в памяти компьютера: в открывающемся окне выбирают и открывают файл со списком маркеров и информацией об их молекулярных массах.

б) “New” позволяет задать новые значения: откроется окно, в котором указывают количество линий белков-маркеров на треке (не менее четырех) и значения молекулярных масс в дальтонах, от больших к меньшим. Кнопка Оk подтверждает выбор введенных значений для анализа.

в) “Modify” открывает окно, пользуясь которым можно изменить существующие величины.

Результаты определения молекулярных масс белков в исследуемых пробах можно получить, выбрав “Results” на главной панели. Результаты появляются в виде таблицы значений молекулярных масс белков в каждой полосе (зоне) каждого трека. Если необходимо получить результат лишь по одному треку, во всплывающем окне указывают номер трека и нажимают “Select”. Удалить информацию о каких-либо треках можно указав их номер и нажав “Unselect”. Пример таблицы с данными о 10 треках приведен на рис. 32.
[image: image51.emf].  Рис. 32 Вид окна, содержащего таблицу с молекулярными массами белков
Главная панель модуля “Distance calculation” имеет следующий вид (рис. 33): 

[image: image52.emf]
Рис. 33 Главная панель модуля “Distance calculation”
От панели модуля “Molecular Weight” ее отличает наличие кнопки “Reference definition” вместо “Marker values”. При определении Rf белков пробы выбор треков и разметку белковых полос производят так же, как при работе в модуле “Molecular Weight”. Затем задают линию старта (Rf=0) и линию фронта (Rf=1). Для этого на главной панели выбирают “Reference definition” и в появившемся окне вводят “0” и “1” в соответствующие ячейки. Подтверждают выбор (Оk). Две прямые линии, имеющиеся на изображении электрофореграммы, передвигают в места старта и фронта соответственно (с помощью перетаскивания при нажатой левой клавише мыши).

Выбрав “Results” на главной панели данного модуля, получают таблицу значений Rf для каждой белковой зоны (полосы) каждого трека. Если необходимо получить результат лишь по одному треку, во всплывающем окне указывают номер трека и нажимают “Select”. Удалить информацию о каких-либо треках можно указав их номер и нажав “Unselect”. 
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ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЯ 

1. Какое свойство белковых молекул позволяет им образовывать отдельные зоны на электрофореграмме?
2. Почему возникает суммарный заряд на белковой молекуле? Почему его величина не остается неизменной при изменении рН? Что представляет собой pI?
3. Что такое электрофоретическая подвижность? Приведите формулу расчета электрофоретической подвижности.
4. Чем отличается зональный электрофорез от изоэлектрического фокусирования?

5. Почему не следует выбирать для буфера рН, сильно (более чем на 4 ед) отличающиеся от рI разделяемых белков?
6. Почему электрофорез проводят в условиях охлаждения? Что произойдет, если этого не сделать?

7. Напишите структурную формулу полиакриламидного геля. Почему ПААГ считается лучшим носителем жидкой фазы?

8. Для чего при приготовлении геля используют следующие компоненты:
а) ПСА       б) акриламид

в) бисакриламид        г) SDS
Напишите формулы этих соединений.
9. Дитиотреитол – восстанавливающий агент. Что произойдет с дисульфидными мостиками после их обработки дитиотреитолом?
10. Сколько индивидуальных пептидов образуется после обработки 
дитио-треитолом изображенного фрагмента белка?

а)                                                  б) 
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11. Определите суммарный заряд пептида Глу-Арг-Гис-Вал-Асп-Тре при рН=7,0. Как изменится суммарный заряд этого пептида:

а) в кислой среде;     б) в щелочной среде

12. Сравните направление движения в электрическом поле (к катоду или к аноду) двух пептидов при рН=7,0:

а) Сер-Цис-Глу-Тир-Асп;   б) Вал-Арг-Мет-Фен-Тир.

Укажите букву (или буквы) правильного ответа в следующих заданиях:

13. В изоэлектрической точке белок:
а) имеет наименьшую растворимость       б) является катионом

в) является амфиионом        г) обладает наибольшей степенью ионизации

14. В какой среде пептид Ала-Гис-Лиз-Фен будет двигаться к катоду при электрофорезе:
а) кислой    б) нейтральной   в) щелочной

15. Скорость электрофореза растворов белков зависит от:
а) величины заряда макроиона белка       б) формы макроиона белка

в) вязкости раствора        г) рН раствора

16. При проведении электрофореза в условиях, где рН буферного раствора выше, чем изоэлектрическая точка белка, последний: 
а) мигрирует к катоду       б) мигрирует к аноду    в) остается на линии старта        г) образует биполярный ион        д) подвергается гидролизу

ПРИЛОЖЕНИЕ. ПОДГОТОВКА ПРОБ ДЛЯ АНАЛИЗА МЕТОДОМ ЭЛЕКТРОФОРЕТИЧЕСКОГО РАЗДЕЛЕНИЯ
Приложение 1. Экстракция белков из растительных тканей
Приборы и реактивы

1. Растительный материал

2. Среда для выделения ферментов: 

5 мл 0,45 М КН2РО4
0,00792 г аскорбата

0,92 г поливинилпирролидона (ПВП)

0,9 мл 0,05 М ЭДТА

довести рН до 7,0

добавить 25 мкл Тритона Х-100

довести объем до 45 мл

3. Ступки с пестиками (предварительно охлажденные)

4. Жидкий азот

5. Центрифуга с охлаждением
Ход работы
Для определения пероксидазной активности 1 г растительного материала 1 г (корни или побеги) фиксируют жидким азотом и затем гомогенизируют в ступке с 4 мл фосфатного буфера (рН 8,0). Гомогенат центрифугируют при 7000 об/мин 15 мин, используют надосадочную жидкость.
При необходимости выделения хлоропластной фракции ферментов навеску листьев (1 г) растирают в охлажденной ступке с 7мл среды выделения. Гомогенат отжимают в центрифужные пробирки через четырехслойную марлю. Уравновешанные пробирки центрифугируют 7мин при 1000g. После центрифугирования супернатант сливают, а осадок ресуспензируют в 3.5 мл среды (50 мМ КН2РО4, 1 мМ ЭДТА, 0,05% тритон-X100, 1 мМ аскорбиновая кислота, pН 7,7), затем снова уравновешивают и повторно центрифугируют 20 мин при 16000g. Для дальнейших исследований используют надосадочную жидкость.
Для выделения общеклеточной ферментной фракции навеску листьев (1 г) растирают в 3.5 мл среды выделения (50 мМ КН2РО4, 1 мМ ЭДТА, 0,05% тритон-X100, 1 мМ аскорбиновая кислота, pН 7,7). Суспензию центрифугируют 20 мин при 16000g, Надосадочную жидкость вносят в «карманы» на пластине геля.
Приложение 2. Концентрирование белков культуральной жидкости микроскопических грибов
В зависимости от решаемой задачи концентрирование белков из разбавленных растворов может проводиться следующими способами:

- осаждением солями, кислотами или органическими растворителями (ацетоном, метанолом);

- диализом;
- выпариванием (с помощью роторного испарителя);

- лиофилизацией;

- ультрафильтрацией.

Ультрафильтрация с помощью специальных синтетических полупроницаемых мембран, имеющих поры известного размера, является одним из методов, наиболее щадящих по отношению к выделяемым белкам. Кроме того, она отличается быстротой и эффективностью. При ультрафильтрации молекулы меньшего, чем диаметр пор, размера, "продавливаются” через мембрану под действием разности гидростатических давлений. Разность давлений по обе стороны мембраны создается либо путем повышения давления со стороны фильтруемого раствора, либо понижением давления в ультрафильтрате (рис. П-1). Фильтрующая мембрана для ультрафильтрации – это очень тонкая пористая пленка с заданным размером пор, прикрепленная к более толстой губчатой подложке из того же полимера с постепенно расширяющимися отверстиями. Такое строение обеспечивает высокую скорость фильтрации, так как мембраны почти не засоряются. 

[image: image55]
Рис. П-1 Приспособление для мембранной фильтрации. Мембраны помещены в пробирку для центрифугирования
Приборы и реактивы

1. Культура гриба, выращенного на жидкой питательной среде Чапека – Докса.

2. Центрифуга 

3. Бумажные фильтры “Синяя лента”, стеклянные воронки
4. 0,1% раствор сывороточного альбумина

4. Мембрана для ультрафильтрации (например, фирмы Amicon) и

5. Этанол 50%

6. Химические стаканы, колбы на 100 мл, центрифужные пробирки
Ход работы

Микроскопический гриб культивируют две недели на качалке в колбах Эрленмейера на жидкой среде Чапека – Докса при температуре 28±20С, затем мицелий отделяют фильтрованием через бумажный фильтр. 250 мл культуральной жидкости, полученной после фильтрования, центрифугируют 10 мин при 6500g, 40C, а затем производят ультрафильтрацию, концентрируя исходный объем до 6 мл. При использовании мембран для ультрафильтрации (фильтр Millipore c размером пор 0,45мкм), закрепляемых на фильтродержателе, новую мембрану перед использованием вымачивают в дистиллированной воде 10-15 мин. Для предотвращения неспецифической сорбции белков при ультрафильтрации проводят “забивку”: мембрану выдерживают в 0,1% растворе белка, затем промывают дистиллированной водой. После работы мембрану тщательно промывают под струёй дистиллированной воды. Хранят в 50% этаноле.
При использовании других приспособлений для мембранной фильтрации исходный раствор концентрируют с помощью центрифугирования, опираясь на рекомендации производителя.  
Приложение 3. Подготовка проб крови и мышечной ткани для электрофоретических исследований
Кровь крысы (2-3 мл) собирают в сухую центрифужную пробирку и оставляют на 30 мин при 37 ºС. По окончании экспозиции стеклянной палочкой осторожно отделяют сгусток от стенок пробирки, кровь центрифугируют (10 мин, 3000 об/мин). Полученную сыворотку сливают в чистую пробирку.

При изучении изоформного состава тайтина могут использоваться как свежие образцы скелетных и сердечных мышц, так и образцы, хранившиеся непродолжительное время при температуре -80ºС.
Образцы мышечной ткани инкубируются в солюбилизирующем растворе в течение 30-40 минут при комнатной температуре (20-30ºС). Солюбилизирующий раствор должен содержать 10 мМ трис-HCl, 1,5% ДСН, 10% глицерина, 2% β-меркаптоэтанола (или 75 мМ ДТТ), 8-10 мкг/мл ингибитора протеиназ леупептина или Е-64, рН 6,8-7,0. Раствор, полученный в результате солюбилизации используется для проведения электрофоретического исследования.
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