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BIO 414. EVOLIUCIJA IR POPULIACIJU GENETIKA

Laboratorinis darbas

2. Polimorfizmo analizé baltymy gel-elektroforezés budu.

Jau $io amziaus treciame deSimtmetyje Tisel (1937) nustaté, kad panaudojus elektroforezg laisvame
tirpale kraujo serumo globulinus galima i$skaidyti i keleta frakcijy - elektromorfy. Véliau buvo jvesta
krakmolo ir poliakrilamidiniy, agaro ir acetilceliuliozés geliu (PAAG) elektroforezés kurios naudojamos
didelés molekulinés masés junginiy (baltymai, fermentai, DNR ir pan.) analizei (1 lentelé.).
Elektroforezés metodika ir tiesioginis iSskirty baltymy isryskinimas gelyje taikant specifinj histocheminj
dazyma pirma karta apraSytas tiriant esteraziy heterogeniskuma (Market, Hunter, 1957). Elektroforezes ir
histocheminio dazymo metody isisavinimas paskatino gamtiniy populiaciju genetinius tyrimus
molekuliniame lygmenyje.

Elektroforezé gali bti atlickama ir skystoje terpéje. Sis metodas pagristas skiriamyjy riby tarp baltymy
tirpaly ir buferio tirpalo pastebéjimu ir fiksavimu. Taip nustatoma, ar baltymy tirpalas yra nevienalytis.
Siuo metodu nustatyta sudétinga kraujo baltymy tirpalo struktiira ir daugelio fermentu elektroforezinis
grynumas.

Gel-elektroforezé buina horizontali ir vertikali, ploksteliné ir cilindriné. Ploksteliné naudojama, kai
norima palyginti daug pavyzdziy, frakcionuoty vienodomis salygomis. Elektroforezé blina vienos
dimensijos, kai srové visa laikg teka viena kryptimi, ir dviejy dimensijy, kai kryptis kei¢iama statmenai
pries tai ¢jusiai. Atliekant dvidimensing (dviejy matavimy) analizg iSskiriami baltymai, kurie vienos
dimensijos tyrime uzdengia vienas kita, nes turi panasy elektroforezinj paslankuma. Junéja (1984) arkliy
serumo baltymy atskyrimui naudojo kombinuota dvidimensing elektroforezg: pirmiausia baltymus
frakcionavo poliakrilamidiniame gelyje, po to - krakmoliniame. Taip iSsiskiria net minoriniai fermentai.
Krakmolo gelis yra geras, kai reikia iSskirti baltymus, nes duoda aiskias frakcijas, yra labilus, galima
igskirti minorinius fermentus. Siuo metu dazniau naudojamas poliakrilamidinis gelis. Elektroforezés
bidu i$frakcionuotus misinius galima specifiskai dazyti histocheminiais metodais, tokiu biidu i§vengiant
papildomo tiriamos medziagos gryninimo, kas labai palengvina tiriamaji darba.

1 lentelé. Baltymy gel-elektroforezés” pagrindiniy metody privalumai ir trikumai.

Savybés SG PAAG CAG AG
I$skyrimas pagal krivi taip taip taip taip
I$skyrimas pagal dydj taip taip ne ne

(M.r., forma ir pan.)
ToksiSkumas ne taip ne ne




Elektroforezés laikas 4-24h 4-6h 0.3-3h 3-4h

Minimalus reikalingas 2ul 2ul 0.5ul  1pl
pavyzdzio kiekis

Maksimalus reikalingas >50ul >50ul Sul >50ul
pavyzdzio kiekis

Reikiamas dazy kiekis 5-50ml 10-50ml 1-3ml  10-50ml
Elektroendoosmozé taip ne taip taip
Biitina jtampa (V/cm) 1-10 5-10 <3 20
Biitinas Saldymas taip kartais  ne taip
Gelis lengvai nusiima dazniausiai ne taip taip
Vienu metu i$skiriami taip ne taip taip

katijoniniai ir anijoniniai baltymai
"SG = krakmolo gel-elektroforezé; PAAG = poliakrilamido gel-elektroforezé; CAG = celiulozés acetato
gel-elektroforezé; AG = agarozés gel-elektroforezé.

Elektroforezés principas

Baltymai (ir fermentai), dél juos sudaranc¢iy aminoriigsciy yra amfoteriniai elektrolitai, tai yra
priklausomai nuo tirpalo pH gali biiti anijonai arba katijonai. Elektros lauke baltymo dalelés juda, todél
elektroforezés biidu baltymy misini galima frakcionuoti. Per tirpala leidziant nuolating elektros srove,
ielektrintos molekulés bei jonai juda elektrodo, turin€io priesinga elektros kriivi, link. Judéjimo greitis
priklauso nuo judancios dalelés kravio dydzio (didéja augant sumariniam kriiviui, kuris priklauso nuo
pH), jos formos ir molekulinés masés (stambesnés juda 1é¢iau, nes didéja trinties jéga ir elektrostating
saveika su terpe), tirpiklio savybiy, temperatiiros ir kity veiksniy. Polipeptidines grandines sudarancios
aminortigStys suteikia baltymams ir fermentams specifinj kriivi, kuris gali pakisti tik tokiu atveju, kai
struktiiriniame gene jvyksta taskiné mutacija. Pirminés fermento struktiiros pasikeitimas, dél paveldimoje
medziagoje ivykusios mutacijos, daznai, nors ir ne visada, itakoja ir sumarini makromolekulés kravi.
Todél fermento molekulés, koduojamos skirtingy to paties geno aleliy, dazniausiai elektriniame lauke
judes skirtingu greiciu ir uzims skirtingas pozicijas po elektroforezeés.

Poliakrilamidinis gelis (PAAG) pradétas naudoti kaip ne$éjas baltymy elektroforezéje Davis ir Ornstein
(1959), Raymond ir Weintraub (1959) darbuose. Tolimesnis metodo tobulinimas vyko Davis (1964),
Raymond (1964), Ornstein (1964) ir kt. tyrimuose. Déka palankiy eksperimentatoriams savybiy, PAAG
Siuo metu yra placdiai naudojamas jvairiuose biocheminiuose ir molekulinés biologijos eksperimentuose
makromolekuliy (baltymy, nukleino riig§¢iy ir pan.) frakcionavimui.



3 pav. Dviejy tipy (a) ir (b) horizontalios gel-elektroforezés aparatai.

4 pav. Vertikalios gel-elektroforezés aparatai.



Pradiniai komponentai naudojami PAAG paruosti:

1. Monomery tirpalas (sudaro AKA (akrilamidas) ir Bis (N,N’-metilenbisakrilamidas)) naudojamas
akrilamido linijiniy polimery susiuvimui. Nuo ju santykio priklauso gelio elastingumas ir
poringumas.

2. Gelinis buferis. Baltymy (ir fermentiniy sistemy) frakcionavimui labai didelg itaka turi buferinés
sistemos pasirinkimas. Naudojami — formiatiniai, acetatiniai, citratiniai, veronaliniai, fosfatiniai,
Tris, EDTA, piridininiai buferiai (Priedas D). Buferis palaiko ir stabilizuoja nes¢jo pH, taip
itakodamas medziagos migracijos greiti. Be to jis taip pat yra naudojamas kaip tiriamo pavyzdzio
tirpiklis. Naudojant didelés joninés jégos buferius, pavyzdziy migracijos greitis mazéja, sumaring
srové didéja, iSsiskiria Silumos kiekis. Mazinant buferio joning jéga migracijos greitis didéja,
sumariné srove ir iSsiskiriantis Silumos kiekis mazéja, did¢ja difuzija ir mazéja skiriamoji geba.
Dazniausiai naudojami 0.05-0.1M joninés jégos buferiai. Daugumai riig§tinémis savybémis
pasizymin¢iy baltymu optimalus buferio pH yra neutralus arba silpnai Sarminis.

3. TEMED (N,N,N,N’-tetrametiletilendiaminas) - polimerazinés reakcijos katalizatorius.

4. AP (amonio persulfatas) - polimerizacijos iniciatorius.

PAAG polimerizacija — egzoterminis procesas ir jo greitis priklauso nuo aplinkos temperatiiros, kuria
sumazinus 1°C procesas pailgéja 2min. Kokybiskiems geliams palankiausias polimerizacijos laikas 30-
40min. Dirbant nestandartinéje aplinkoje (esant Zymiems svyravimams nuo KT), polimerizacijos laiko
optimumas pasiekiamas empiriskai parenkant didesnes ar mazesnes AP koncentracijas. Bet kuriuo atveju,
iSlaikomas 1:1 santykis tarp AP ir TEMED koncentracijuy.

PAAG polimerizacijos procesas. Esterinés jungties nutraukimas AP molekuléje veda prie dviejy radikaly
susidarymo su nesuporuotais elektronais prie deguonies, kurie stimuliuoja dviguby jungciy nutraukimq
AKA molekuléje ir prisikabina prie jos tokiu bidu, kad AKA molekuléje susidaro radikalas su
nesuporuotu elektronu prie anglies atomo. Sis stimuliuoja dviguby jungciy nutraukima ir naujy AKA
molekuliy prijungimq su naujo R susidarymu ir t.t. Grandininé polimerizacija vyksta tol, kol susitike du
radikalai tarpusavyje sudarys iprastq kovalentine jungti. Bis-akrilamidas | auganciq polimery grandine
gali {simontuoti per vienq vinilo grupe. Kita grupé gali biti jmontuojama | kitq grandine ir tokiu bidu
vyksta grandiniy susiuvimas tarpusavyje.
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Pagrindinés savybés suteikiancios PAAG privaluma pries kitus neséjus:

O Pagal pory dydj galima varijuoti placiose ribose. Gelio procentingumas pasirenkamas empiriskai,
atsizvelgiant { frakcionuojamo objekto molekuling masg.

O Naudojamo buferio pH neturi ryskios jtakos gelio polimerizacijos procesui, kas suteikia galimybg
eksperimento metu pasirinkti pacias palankiausias salygas.

O PAAG budinga zemo laipsnio adsorbcija ir elektroendoosmozé, dél ko makromolekuliy migracijos
metu dazniausiai iSvengiama Salutiniy efekty.

O Makromolekuliy frakcionavimo laikas PAAG yra salyginai trumpas lyginant su kitais nes¢jais.

2.1. Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje

Izobaltymai. Daugybinés formos biidingos ir daugeliui nekatalitiniy baltymy. Hemoglobinas,
mioglobinas, feritinas, aktinas ir miozinas — visi $ie baltymai egzistuoja keliose izoformose, kurias
apsprendzia dviejy ir daugiau subvienety tipy buvimas. Nefermentiniy baltymy daugybinés formos
itirtos maziau nei fermenty ir tai sietina su tuo, kad déka specifinio dazymo fermentus Zymiai lengviau
aptikti neiSgrynintuose audiniy ekstraktuose. Heterogeniskumo atveju, izobaltymams biidingos tos pacios
genetings ir negenetinés priezastys kaip ir izofermentams, ju spektras ontogenezés metu gali kisti ir taip
pat biidingas specifiSkumas audiniui. Nefermentiniai kraujo serumo baltymai. Kadangi baltymy
polimorfinéms sistemoms bidingas nesudétingas iSskyrimas, stabilumas, informatyvumas ir paprasta
genetiné kontrolé, jos yra pla¢iai naudojamos populiaciniuose tyrimuose. Zmogaus ir gyviiny kraujo
plazmoje elektroforezés biidu geriausiai iSsiskiria albuminai, a,;-, d,-, Bi-, Bo- ir y- globulinai ir
transferinai.

Y
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5 pav. Nefermentiniy baltymy spektras (1-5 — ondatra (O.zibethicus), 7-8
— vandeninis pelénas (A4. terrestis), 9-13 — bebras (C.fiber)).

Albuminai sudaro 54-58% visy plazmos baltymy. Baltyma formuoja viena polipeptidiné grandiné.
Postalbuminy frakcija priklauso specifiniy baltymy grupei (Gc) ir yra polimorfiné. Transferinai isskirti i$
daugelio organizmy kraujo plazmos yra labai polimorfiniai, kontroliuojami autosominio lokuso
polialelinés sistemos.



6 pav. Siaurés elnio kraujo serumo baltymy

elektroforetinis spektras.

()

At B Ci Cr C2 C3 Dr D1 D2 D3 Dsa Ei E2

7 pav. Siaurés elnio fransferiny lokuso galimi homozigotiniai variantai.




Darbo tikslas. 1sfrakcionuoti baltymus panaudojant gel-elektroforezés metoda poliakrilamidiniame

gelyje.

Pagrindiné jranga.

1. Maitinimo Saltinis (YHII-1 ir 2301 Macrodrive 1 Power Supply) kuris generuoja pastovia srove

elektroforezés metu.

2. Vertikalios elektroforezés aparatas (“HIMFILL”, Tallin), kuri sudaro:
- Nerudijancio plieno ir platininis elektrodai.
- Kameros buferiui. Suformuojamos jstacius rémelius neséjui.

- Rémeliai neséjui, kuriy kiekviena sudaro korpusas ir du stiklai (115X120X1.5 mm).
- Standartinés “Sukutés” pavyzdziy uzne§imo vietoms (“Sulinéliams”) formuoti gelyje. “Sukutes”

134

sudaro 13 “Sulinélius” formuojanciy ploksteliy.

- Tekancio vandens principu veikianti Saldymo sistema (elektroforezés metu palaikoma pastovi

temperatiira (+4°C)).

Papildoma iranga. 1. Ivairiy ilgiu ir storiy gumelés. 2. Pincetas. 3. Zirklutés. 4. Skalpelis. 5.
Cheminés stiklinés (50, 250, 500ml). 6. Matavimo cilindrai (25, 1000ml). 7.Stiklinés kolbos (500, 1000,

2000ml). 8. Mikropipetés (20, 100, 1000ul). 9. Svarstyklés.

MedZiagos.

1. 20% AKA tirpalas ':

Akrilamidas 96g

Bis 4g
dist.H,0 iki 500ml

Paruostas tirpalas nufiltruojamas ir laikomas tamsoje prie 3—4°C, 1 ménesi.
2. Tris-glicininis buferis, pH~8.3 (pagrindinis):

0.0495M Tris 6g
0.383M Glicinas 28.8g
dist.H,0 iki 11

Paruostas buferis nufiltruojamas ir laikomas KT.
3. 1.6% AP tirpalas®:

AP

dist.H,0 100ml

4. TEMED (N,N,N,N’-Tetrametiletilendiaminas)

5. Bromfenolio mélis

6. 40% Sacharozés tirpalas:

Sacharozé 40g

dist.H,0 100ml

Paruostas tirpalas nufiltruojamas ir laikomas tamsoje prie 3—4°C, 1 ménesi.

1.6g

Darbo eiga.

1. Paruosti rémelius neséjui: erdve geliui suformuojama tarp stikly dedant
tarpines (2mm storio), stiklai gerai jtvirtinami korpuse uZzsandarinant visus
nereikalingus plySius.

2. 20% AKA tirpala atsildyti iki KT.

3. Paruoiti 2.5%° (koncentruojantis) ir 7.5% (skiriantis) poliakrilamidinio gelio
tirpalus (2 lentelé) (dvisluoksniame gelyje, koncentruojantysis sudaro 1/3-1/4
dalj viso gelinio tirpalo; skiriantysis gelis sudaro 2/3-3/4, atitinkamai).

2 lentelé. PAAG su skirtingomis AKA koncentracijomis paruo$imas.

' Hemoglobino tyrimams rekomenduojami kiekiai: akrilamidas - 97.5g, bis-akrilamidas
? Vandeninis AP tirpalas gali biti laikomas esant 5°C temperatiirai ne ilgiau kaip viena

Pastaba: akrilamidas
— neurotoksiskas!
Ruosiant tirpalus
miivékite pirstines ir
apsauginius kvépavimo
taky raiscius!

Pastaba: pries
kiekvienq
elektroforeze, stiklai
turi biti labai Svariis,
kad isvengti gelio
prilipimo!

Pastaba: AP jmaiSyti §
tirpalq tik pries pat
_ufvpsi(l‘ant rémelius!

avaite.

Praktiskiau naudoti sausy milteliy pavidalu, juos suberiant { miSinj prie§ pat PAAG polilnerizacija

3 Priklausomai nuo reagenty, 2.5% gelis gali nesipolimerizuoti ir tokiu atveju ji galima pakeisti 5%-iu.



Gelis 2.5% 5% 7.5%

Komponentai
20% AKA 10ml 20ml 30ml
Pagrindinis buferis 8ml
TEMED 0.08ml
dist. H,O iki 75ml
AP 5ml 1.6% tirpalo arba 0.08g sausos medziagos
Galutiné iSeiga 80ml
4. Paruostus rémelius atsargiai uzpildyti skirian¢iuoju geliniu tirpalu ir palikti polimerizuotis (30min)

5.

9.

10.
11.

I etapas: Pavyzdziy iséjimas i§ “kiSeniy” (40mA, 20-30min). Sio etapo metu
baltymai koncentruojasi buferio/gelio riboje ir glaustesnéje formoje patenka i gelj.

II etapas (pagrindinis): Darbinis rezimas. Srové, itampa ir trukmé parenkami

dienos Sviesoje.

Susipolimerizavus skirian¢iajam geliui, rémelius iki vir§aus uzpildyti koncentruojanciu geliu, jstatyti

“Sukutes” (1.5mm storio) ir palikti polimerizuotis (20-40min) dienos S$viesoje. Vykstant

polimerizacijai prie “Sukuciy” gali atsirasti oro burbuly, kuriuos reikia uzpildyti geliu.

Paruostus rémelius su ne$éju istatyti i elektroforezés aparata ir kameras uzpildyti darbiniu buferiu

(taip kad apsemty suformuotus “Sulinélius”), kuris ruoSiamas skiedziant pagrindini tris — glicinini

buferj desimt karty. Darbinis buferis gali biti naudojamas keliy elektroforeziy metu.

Atsargiai i8imti “Sukutes”, pajungti elektrodus (migracija vyksta nuo katodo link anodo), Saldymo

sistema ir paleisti preelektroforeze (160V, 30min.), kurios metu i§ geliuky i§varomas AP*, kamerose

esantis buferis atvésinamas iki +4°C.

Preelektroforezés metu pasiruosti pavyzdzius:

a) Kraujo méginius ir homogenatus atSildyti, mikropipete paimti reikiama kieki. Pavyzdziy kiekis
pasirenkamas empiriskai, pvz. kepenims nuo 5 iki 8ul, Sirdies audiniui — 8-10ul, serumui —10-
20ul.

b) Pridéti 40% sacharozés tirpalo (santykiu 1:1). Sacharozé padidina pavyzdziy klampumaq ir tuo
iSvengiama nepageidaujamo isplaukimo efekto pavyzdziy uznesimo | “Sulinélius” metu. Jei
pavyzdziai labai klampiis galima atskiesti buferiu iki reikiamos baltymo koncentracijos.

c¢) [lasinti bromfenolio mélio. Tai vadinamas lyderinis dazas (angl. “tracker dye”) kurio
migracijos greitis yra didesnis nei frakcionuojamy sistemy, todél pagal ji stebima elektroforezés
eiga.

Atlikus preelektroforezg, pries pavyzdziy uznesima, “Sulinélius” prapiisti mikropipete, kadangi juose

biina susikaupes vanduo, kuris duoda nepageidaujama “neSvaraus pavyzdziy uznesimo” efekta.

Kiekvienas pavyzdys uznesamas individualiai i jam skirta “Sulinélj”. .
Pastaba: nepamirskite

susirasyti kur ir kokius

Paleisti elektroforezg: Fins uinesate!
pavyzdzius uznesate!

empiriskai. Frakcionavimas atlieckamas 110-130mA ir 260-380V intervaluose, 1-2h.

2.2. Baltymy daZymas

Baltymo ir kai kuriy fermenty (pvz., esteraziy) dazymo metu spalvota substancija susidaro vykstant
drusky kondensacijai su aromatiniu diazotiniu komponentu (FBRR, CBB).

Darbo tikslas. Nudazyti nespecifiniy kraujo serumo baltymy elektroforegramas”.

* AP yra vienintelis kenksmingas komponentas, kuris veikia fermentus, todél prie§ pradedant
frakcionavima pasalinamas i$ gelio preelektroforezés buidu.

5 Nefermentiniy baltymy ir papildomy izofermentiniy sistemy dazymo tirpalai bei metodikos pateiktos
priede E.



M edi’iagos ir iranga. 1. Dazymo indas. 2. Stikliné kolba dazams (500ml). 3. Graduota pipeté

(20ml). 4. Svarstyklés. 5. CBB (angl. Coomassie Brilliant Blue G-250). 6. Perchloro r. (HCI1O,)
vandeninis tirpalas. 7. 7% Acto r. tirpalas.

Darbo eiga.

1

2.
3.
4

Atsverti 200mg CBB ir tirpinti 17.5ml perchloro r. vandeniniame tirpale.

Misinj skiesti dist.H,O iki 500ml ir gerai iSmaisyti.

Paruostais dazais uzpilti geliuka ir laikyti tamsoje, 12 val.

Geli nuo dazy atplauti 7% acto r. tirpalu ir idéti i uzdaroma maiseli. Dazus galima naudoti daug
karty todeél po dazymo jie supilami atgal j indq ir laikomi tamsoje, KT.
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