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Wprowadzenie
ELEKTROFOREZA - jest to technika analityczna, stosowana w chemii i biologii molekularnej. Jej istotg jest rozdzielenie mieszaniny zwigzkow chemicznych na mozliwie jednorodne frakcje przez wymuszanie

wedrowki ich czgsteczek w polu elektrycznym. Sita elektrostatyczna dziatajgca na te czgsteczki opisana jest wzorem:
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Czasteczki roznych substancji roznig sie zwykle ruchliwoscig elektroforetyczng (U). Parametr ten jest w przyblizeniu wprost proporcjonalny do tadunku elektrycznego czasteczkii odwrotnie proporcjonalny do je;

wielkosci - zalezy od jego tadunku g, promienia r, oraz lepkosci osrodka p: I — q

onnr

Cel ¢cwiczenia

Celem ¢wiczenia Z48 byta analiza jakosciowa biatek, mozliwa dzieki przeprowadzeniu ich rozdziatu podczas elektroforezy w zelu poliakrylamidowym po wczesniejszej denaturacji okreslonych probek biatek przy uzyciu
dodecylosiarczanu sodu oraz porownanie ich mas czgsteczkowych wyznaczonych eksperymentalnie, z masg podang przez producenta.
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Elektroforeza zelowa Analiza wynikow
W elektroforezie zelowej osrodkiem, w ktorym przemieszczaja sie badane substancje jest zel elektro- — i 24{ =
foretyczny sporzadzony z poliakrylamidu lub agarozy. Krople analizowanej mieszaniny biatek nanosi sie 4 ﬂ | | .
do tak zwanej studzienki, czyli zagtebienia w zelu. Jesli zalezy nam na ograniczeniu wptywu ksztattu i - I _ SR
czasteczek na szybkosc ich migracji elektroforetycznej i scislejszym powigzaniu ich ruchliwosci z masa n - gz.o-
czasteczkowyq, mozna badane substancje poddac denaturacji. W zaleznosci od techniki, caty zel lub jego N _w B = 16-
konce zanurzone sg w przewodzgcym prad roztworze buforowym. Wzdtuz krawedzi zelu, zwykle na .| 4 — 8]
dwoch przeciwlegtych bokach ptytki, biegng elektrody, do ktorych przyktada sie state lub asymetryczne u] pt] ﬁi - ]
pulsujace napiecie elektryczne. Ze wzgledu na zroznicowang U ruchliwsze (zazwyczaj mniejsze) czasteczki i 1 [~ N .

- | »- 12 +77—

oddalajg sie szybciej od miejsca naniesienia probki. Przebieg elektroforezy mozna monitorowac, nanoszac

std 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
(na osobnych sciezkach lub razem z preparatem) specjalne barwniki (tak zwane markery) o znanej mobil- R,
nosci elektroforetycznej oraz standardy. Standardy wielkosci sg mieszaning kilku lub kilkunastu biatek Zdjecie zelu 8% wybarwionego barwnikiem Wykres zalezno$ci logarytmu masy
o znanej masie. Po ich rownolegtym rozdziale razem z analizowang probka mozliwe jest oszacowanie Coomassie Brilliant Blue czasteczkowej od wzglednej ruchliwosci
masy badanych biatek. Dla wiekszosci biatek btagd w szacowaniu wielkosci miesci sie w granicach 5-10%"".
Po zakonczeniu procesu zel wydobywa sie z aparatu i analizuje przez wybarwienie lub obserwacje
absorbcji Swiatta ( zwykle nadfioletowego) przez zel. 26
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Cwiczenie polegato na wykonaniu zeli, przygotowaniu probek oraz przeprowadzeniu elektroforezy. . i = 1]
Przygotowane zele: gorny - zageszczajacy oraz dolny - separujacy (w dwoch stezeniach, jeden 8%, L - — s
drugi 15%). Przygotowano roztwory biatek: albuminy i proteazy (s; 2,5; 1 mg/ml) ktore umieszczono -] E i

w studzienkach (2pl standard; 1 o 2

Zel HUU UUUUUL 20pl prébki), a nastepnie catosd - " do oz o4 o8 o8 1o

Rys. - Schemat SRS I I Y w komorze elektroforetyczne; ' i
zelu" Y ]

i wykonano elektroforeze pod Zdjecie zelu 15% wybarwionego barwnikiem Wykres zaleznosci logarytmu masy

. statym napieciem 160 V. y Coomassie Brilliant Blue czasteczkowej od wzglednej ruchliwosci
5epaz:uliq-:1r wybarwigno b.a.rwnikiem Analiza zeli polegata na obliczeniu wartosci ruchliwosci elektroforetycznej (U) opisanej przez stosunek
Coomassie Brillian eSS odlegtosci przebytej przez substancje rozdzielane do odlegtosci przebytej przez czoto elektroforezy.
przeptukano wodga
Nastepnie wykonano wykresy zaleznosci logarytmu masy czasteczkowej uzytych standardow od U

demineralizowana.
oraz dopasowano prostg metoda regresiji liniowej co przedstawione jest na wykresach powyzej.

7astosdwanie Na podstawie uzyskanego rownania prostej wyznaczono masy badanych biatek.
Technologia Western-Blot jest metodg stosowang w biologii molekularnej do detekcji réznego rodzaju Nazwa bialka hgasa Wz?aﬁfrmfm fa Masa podana
biatek. Stosuje sie tu elektroforetyczny rozdziat biatek zdenaturowanych wedtug ich mas czasteczkowych b Stam?;;] S 4 I:()irzez y
lub natywnych (niezdenaturowanych) zgodnie z ich struktura trzeciorzedowg, po czym zel sie wybarwia lub 7o 8% = 7ol 15% Is;%etc[i%z]
mieszanine rozdzielonych biatek transferuje sie na membrany nitrocelulozowe lub PVDF. Obecnos¢ biatek Albuming 616314'11, Se?i? SD P Y
w badanym materiale jest potwierdzana za pomocg swoistych przeciwciat, monoklonalnych lub poli- T 18 ?218(; 9 33 31164 3 T
klonalnych. Przed dodaniem przeciwciat membrana musi zostac ,,zab]okowana w celu unlerno.thlenl? T B T e L M L S RIS Ve D :
— T S nlespecyﬁczneg([)]’rqczenla UG Pl ZEElY= oraz porownanie ofrzymanych mas z danymi producenta.
- - — = ciatzmembrang™. Do blokowania
: S : = == ' === S membran najczeéciej uzywa sie odttu- Niepewnos’c’:.pomiaru z’(?sta-’ra obliczona na podstawie btedu wzglednego, po przeksztatceniu wartosci
=== —=== e szczonego mleka lub albuminy z suro- procentowej na wartosc w jednostce kDa.
== == == wicy cielecej. Przeciwciata sg zwykle
protein separate RNA on  transfer proteins  polymer sheetis protein bands wvzhakowane enzvmem lub izotopem B+Qd WZQ'Qd ny obliczono ze wzoru:
SD5-polyacrymide  to polymer sheet exposed to detected by specific Y ) Y ) P AM—MP_Me* Y
gel radiolabeled antibodiesare  radioaktywnym. Znakowanie enzymem T m, ORI

specific antibodies  exposed to film

daje barwny, nierozpuszczalny produkt
Rys.2 Diagram przedstawiajgcy metode Western-Blot™'. osadzajqcy sie na membranie lub

chemiluminescencje. W przypadku stosowania techniki chemiluminescencji obraz otrzymuije sie, podobnie
jak przy zastosowaniu radioizotopdw, poprzez przytozenie do membrany kliszy fotograficznej™.
Inne zastosowania w biologii molekularnej to: badanie detekcji fosforylacji biatek powierzchniowych bton
komorek $rédbtonka™, ocena poziomu fosforylacji biatek ptytek krwi u chorych na przewlekta niewydolnos¢ ;
nerek™, badanie sktadu biatkowego oraz immunobloting miesa“*”, badanie biatek z generatywnych czesci Literatura
roslin™, ocena fenotypow np. . - trypsyny™”, analiza biatek zakazonych wirusem™, diagnostyka wirusow™ [1] Ocena poziomu fosforylacji biatek ptytek krwi aktywowanych ADP u chorych z przewlekta niewydolnoscig nerek

1

oczyszczanie biatek z nadekspres;ji™. -Walkowiak B., Tariski W., Koziotkiewicz W.

gdzie My - masa podana przez producenta; M, - masa wyznaczona na podstawie elektroforezy.

[2] http://biotechnologia.pl/archiwum/detekcja-bialek- przy- uzyciu- technologii-western-blot
. . http://www.fizyka.uj.edu.pl/ll_pracownia/PDF/Z48.pdf
Whioski [3] http yKka.yj pyii_p 40.p

[4] biorad.com/en-mx/sku/1610374-precision-plus-protein-dual- color-standards-5oo-mul

[5] https://pl.wikipedia.org/wiki/Western_blot
 Elektroforeza na zelu poliakrylamidowym pozwala na wyznaczenie mas molekularnych biatek

6] http://www.e-biotechnologia.pl/Artykuly/Western-Blot
uzytych w eksperymencie proteazy oraz albuminy. el gia.pl/Artykuly/

« Wyniki pokazuja ze zel o wyzszym stezeniu charakteryzuje sie wyzszg porowatoscia, a co za [7] http://www.e-biotechnologia.pl/Artykuly/SDS-PAGE/
tym idzie, nieco lepiej rozdziela biatka. [8] Detekcja fosforylacji biatek powierzchniowych bton komaérek srodbtonka z udziatem ektokinaz biatkowych
« Wartos¢ mas molekularnych biatek, szczegolnie proteazy, roznig sie od wartosci - Pawfowska Z.
wyznaczonych eksperymentalnie. [9] Elektroforeza biatek migsa o masie powyzej 200K w zelu agarozowym - Greaser ML.,KumazawaY., Pospiech E.
* Przyczyna rozbieznosci w wynikach oraz stosunkowo duzych btedow wzglednych moze byc [10] Immunobloting biatek miesa- Greaser ML., Pospiech E., Fritz J., Swartz DR.
niejednorodnosc pola elektrycznego, zanieczyszczenie zeli lub biatek, rozna ilos¢ biatek [11] Elektroforetyczne rozdziaty biatek generatywnych czeéci roélin- Kalinowski A., Radtowski M.
wprowadzanych do studzienek oraz recznie wykonywana obrobka i analiza zeli w programie [12] Ocena fenotypéw az-antytrypsyny- Pitacik B.

komputerowym.
» Powodem uzyskania duzych mas dla proteazy w stosunku do masy podanej przez producenta
moze byc agregacja biatek

[13] Zastosowanie elektroforezy dwukierunkowej w analizie biatek
komorek MDCK zakazonych wirusem influenezy koni- Rozek W.

[14] Diagnostyka wirusa choroby pecherzykowej swin (SVD)- Niedbalski W., Kesy A.

[15] Elektroforetyczne oczyszczanie biatek z nadekspresji w
komorkach E.Coli- Szalata M., Kalak R., Lipinski D., Ptawski A., Stomski R.
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