ELEKTROFOREZA

BIALEK NA ZELU
POLIAKRYLAMIDOW YM

STUDENCKA
SESJA
PLAKATOWA

Wprowadzenie Metoda

LﬂE}SZLEF'I"ZEJ ASFTLgrL&”' Elektroforeza jest technikq. pozwalajacg na Cwiczenie polegalo na wykonaniu zeli, przygotowaniu proébek,
| INFORMATYKI STOSOWANEJ UJ rozdzial bialek w zaleznosci od ich ruchliwosci umieszczeniu prébek w odpowiednich doleczkach w zelach oraz

elektroforetycznej. Do rozdzialu czasteczek w przeprowadzeniu elektroforezy. Przygotowane zele sktadaly sie z 2
o elektroforezie uzywa sie pola elektrycznego. Na warstw: gérnej - zageszczajacej oraz dolnej - separujacej. Przygotowano
‘X‘ kazda czgsteczke o tadunku elektrycznym q dziala zele w 2 stezeniach: 8% i 15%.

sita elektrostatyczna F réwna:

AUTOR:

JAKUBIEC DANIEL Zel powstaje w wyniku polimeryzacji akrylamidu, tworzac sie¢

S e F=qkE elastycznych  tancuchéw  polimerowych, w ktéorym  migruja

DR HAB. ZENON RAJFUR Gdzie: E - pole elektryczne. makromolekuly w polu elektrycznym. To wiasnie ta cecha pozwala na
przeprowadzenie rozdzialu moleko6t na dlugosci zelu separujacego.

Czasteczka, na ktorg dziala Sﬂ? z poczatku Probkami przygotowanymi na potrzeby doswiadczenia byly

przez ~ moment  porusza  si¢  ruchem mieszaniny wody i bialek: albuminy, proteazy, kazeiny oraz trypsyny.

przyspieszonym. W chwili gdy sita oporu bedzie <y przypadku albuminy byly to roztwory. W przypadku kazeiny z racji
réwr}a sile elgk?rostatycznej, WtedY_Obie sity b}e;dq na to ze jest substancjg trudno rozpuszczalng w wodzie mozna mowi o
S1g TOWNOWaAzyc, a czasteczka £aCZzNIE POTUSZAC 818 zawiesinie. Roztwory te zostaly przygotowane w réznych stezeniach.
ruchem jednostajnym prostoliniowym. Warto$¢ przyootowane zostaly réwniez mieszanki 2 réznych bialek z woda.

sity oporu zmienia si¢ zgodnie z prawem Denaturacje bialka przeprowadzono poprzez trzymanie ependorféow

Stokes'a: wypelnionych prébkami przez 15 minut w goracej wodzie. Nastepnie za
F= -6rtrnv pomoca pipety probki roztworéw umieszczono w doteczkach, ktére
Gdzie: r - promien czasteczki, n - lepko$¢ , v - powstaly w warstwie zageszczajacej zelu po uprzednim wlozeniu do
predkos¢ czasteczki niego grzebienia.
W momencie, w ktérym obie sily sie rOwnowazg zachodzi rownos¢, z Zel
ktérej wydzieli¢ mozna czynnik U, zwany ruchliwoscia elektroforetyczna: zageszczajacy
U= qg/6Ttrn
W wykonanym ¢wiczeniu przeprowadzono elektroforeze bialek. Biatka
sg podstawowymi sktadnikami pelniacymi rézne role w funkcjonowaniu Zel
organizméw zywych. Aby wykona¢ elektroforeze ze wzgledu na mase separujacy

konieczne jest zastosowanie denaturacji biatka. Polega ona na rozerwaniu
stabych  wiazan  struktur, nie niszczac jednoczesnie struktury
pierwszorzedowej (wigzan peptydowych). W wyniku tego bialko
przypomina nié, dla ktérego sila lepkosci jest niezalezna od dilugosci
lancucha, ani od aminokwas6w w nim wystepujacych.

Schemat przedstawiajgcy w jaki sposob uzyto przygotowanych zeli. Rysunek
przedstawia rozmieszczenie zeli w okienkach do elektroforezy.

Analiza wynikow Wnioski

Analiza otrzymanych wynikéw o] 200
(zeli) polegala na wyznaczeniu
ruchliwosci elektroforetycznej U to
TR ey znaczy, oznaczono jakg odleglosc

§ - pokonaty frakcje biatka.

Oznaczenie to jest mozliwe - 50
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Zdjecie selu po | Wykonaniu elektroforezy PTZebyly r o 1

= obserwowa¢ rézna odlegtos¢ jaka h ‘ ‘!' M M
kolejne frakcje biatka w c00 025 05 R,
wraz z naniesionymi oznaczeniami frakcji stosunku do “czola” elektrotforezy. Wykres analizy densytometrycznej - zobrazowanie jaka ilosc biatka znajduje sie w
biatek. Dzieki temu mozna golym okiem danym pasmie dla standardu biatkowego.
zobaczy¢ na  zelach  réznice
ruchliwosci dla réznych frakcji. W
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Przeprowadzenie elektroforezy umozliwito rozpoznanie i rozdzielenie
réoznych frakcji bialek znajdujacych sie w probkach. Zabrudzenia i smugi

a1 ostatnie] kolumme PO PIAWE widoczne na wykonanym zdjeciu zZelu prawdopodobnie wynikaja z
53 ~_ (zd’]gae z lewej) jako badana zanieczyszczen znajdujacych sie w bialkach. 2 ciemniejsze pasma na
4 . probka umieszczony byl standard zdjeciu pokazujg ze uzycie wyzszych stezenn badanych probek powoduje
%.4»3 biatkowy. powstanie intensywnego tla. Wiekszos¢ wynikéw jest zblizona do
38 * \ Nastepnie ~ wykonano  wykres wynikow dla roztworu albuminy co sugeruje ze to bialtko daje najlepsze
33 -, krzywej kalibracyjnej w oparciu o  rezultaty. Aby metoda dawata dobre wyniki nalezy wlozy¢ duzo wysitku i
28 . . . . ' | wyznaczone wyniki oraz o uzyty skrupulatnej pracy podczas dobierania odpowiednich stezeri badanych
oo M lstandard. Na podstawie tej krzywej substangiji.

wyznaczono masy MW badanych
biatek korzystajac ze wzoru:

In(MW)=Rf*a+b
Gdzie: Rf - odleglos¢ wzgledna, a i
b - wspol. regresji liniowej

Wykres przedstawiajqcy krzywq kalibracyjng

dla badanego zelu. Literatura:
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