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/~ ABSTRAKT I

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym jest uzyteczng 1 powszechnie stosowang metodg rozdzielania 1 charakterystyki bialek. Jest to stosunkowo prosta 1 szybka technika. Znajduje
wiele zastosowan we wspoltczesnych badaniach, celem ¢wiczenia byto przeprowadzenie elektroforezy biatek na zelu poliakrylamidowym przy stalym napigciu. Rozdziat elektrofore-
tyczny przeprowadzony byt dla: albuminy, kazeiny oraz bialek z bakterii Escherichia coli, a zele zostaly wybarwione bigkitem Coomassie. Dokonano porownania obliczenia mas mo-
lowych wykrytych biatek dla metody z uzyciem wyznaczonej krzywej kalibracyjnej oraz przy wykorzystaniu programu analizujace zele-ImageLab.
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PODSTAWY FIZYCZNE
Elektroforeza jest procesem polegajacym na migracji czgsteczek w polu elektrycznym w zaleznosci od po-
siadanego tadunku. Predkos¢ przemieszczania si¢ natadowanej czgsteczki zalezy od jej tadunku, ksztattu, ANALIZATWYNIKI
masy, przylozonego pola elektrycznego oraz wlasciwosci nosnika. Na czasteczk¢ w procesie elektroforezy Analiza otrzymanych zeli polega na zmierzeniu odlegloéci przebytych przez substancie roz-
dziata sita pochodzaca od pola elektrycznego: dzielane oraz dystansu przebytego przez czoto elektroforezy. Stosunek tych dwoch wielkosci

definiowany jest ruchliwoscig elektroforetyczng Rf. Do analizy otrzymanych Zeli uzyto urza-
dzenia Gel Doc. System, ktory wykryt widoczne linie, zaznaczyt je oraz wyliczyt ich ruchli-
wosc¢ elektroforetyczng. Na podstawie wygenerowanych przez program danych utworzono
wykres zaleznosci In (MW) (Molecular weight) od Rf dla prébki wzorcowej. Nastepnie dopa-
sowano prosta, ktorej parametry wykorzystano do obliczenia masy badanych biatek.
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gdzie: q — tadunek czastki, E — nat¢zenie pola elektrycznego
Sita ta powoduje ruch czastki, ktéremu przeciwdziata sita lepkosci srodowiska :
F, = énrvn

gdzie: r — promien czastki, v — predkos¢ czastki, n — wspotczynnik lepkosci. A

Czastka porusza si¢ ruchem jednostajnym z predkoscig v. Czesto okresla si¢ wielkos¢ zwang ruchliwoscia

elektroforetyczng czastki. Wyraza si¢ ona wzorem:
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Ze wzoru wynika, ze szybko$¢ migracji jest proporcjonalna do tadunku czastki, natomiast maleje wraz ze

wzrostem wielko$ci czgstki oraz lepkosci.
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Rysunek 3. Wyniki pomiaréw dla zelu A—15 % , B—8% . Zdjgcia zeli wybarwionych Commassie Blue.

DSTAWOWE INFORMACJE NA TEMAT BIALKA I NOSNIKOW ELEKTROFORETY Sporzadzono zaleznos$¢ wzglednej ruchliwosci od logarytmu masy biatek markerowych.
NYCH Do punktéw pomiarowych dopasowano prostg, ktorej parametry wykorzystano do obli-
czenia masy badanych biatek .
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W doswiadczeniu wykonywano elektroforeze biatek. Wystepuja one we wszystkich zywych organi-

laga rylm m asy

logarytn masy
-

zmach. Zbudowane sg z reszt aminokwasow potaczonych ze sobg wigzaniami peptydowymi -CONH-. b

Kazde biatko zbudowane jest z 20 aminokwasow, posiada okre§long mase, fadunek oraz ksztatt. " - 14l
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Rozdziaty elektroforetyczne sg prowadzone w nos$niku elektroforetycznym wypetnionym odpo-

Rysunek 1: Budowa i stopien jonizacji aminokwasu w zaleznos$ci od pH roztworu. Wiednim elektrOlitem. Od rodzaju

Zrédlo: http://www.e-biotechnologia.pl/Artykuly/budowa-bialek Rysunek 4. Wykresy logarytmu masy molowej bialek w zalezno$ci od ruchliwosci dla standardu bialkowego wraz z dopasowana krzywa:

nosnika zalezy wynik procesu elektro- A-7115% ,B - zel 8%.

forezy. Nosnik stabilizuje elektrolit oraz dzigki porowatej strukturze powoduje lepsza separacje czastek. Z uzyskanego wykresu lub rownania regresji odczytano m.cz. badanego biatka. Krzywej kalibra-
cyjnej masy nie jest idealnie prostoliniowa. Moze to by¢ spowodowany tym, ze prazki sg prak-
tycznie niewidoczne a zaznaczone przez program obszary rownie dobrze moga by¢ zanieczysz-
duze czgstki nie mieszcza si¢ w porach i zostajg zatrzymane. Najczesciej stosuje si¢ zele agarozowe i po- czeniem a nie probka biatka

Dziata on analogicznie do sita, male czastki przechodzg przez pory zelu 1 poruszajg si¢ dalej natomiast

liakrylamidowe poniewaz tworza duze pory umozliwiajace przechodzenie duzych czastek. Ponadto zele
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poliakrylamidowe sg trwalsze i tatwo si¢ je otrzymuje.

APARATURA DO ELEKTROFOREZY . | '
Uktad doswiadczalny sktada si¢ z komory elektroforetycznej do przeprowadzania rozdziatu, ptytek podsta- P 1 ;;_;"“' \. | .Q.;j_ J _L.:
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wowych 1 nakrywkowych, grzebieni formujacych wpuklenia na probki oraz z okienek stabilizujgcych ptytki.

Rysunek 5. Densytogram dla standardu bialkowego (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards).; A - zel 15% , B - zel 8%

Wyznaczone rownanie krzywej pozwala na obliczenie mas molowych pozostatych biatek, a co za
tym idzie na ich identyfikacje.
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Masa teoretyczna wyliczona
Nazwa biat- | na podstawie elektroforezy | Masa podana przez produ-
ka [kDa] centa probek [kDa]
Zel 15 % Zel 8%
Rysunek 2. Aparatura do elektroforezy
Zrédlo: http://www.a-biotech.pl/tl_files/a-biotech/produkty/ T svna = 2 1 ,7 2 4
ryp y _ 20’ 1
/ \ E. coli 43,8 31,4 30
WNIOSKI Proteaza - - 18
Dokonano poréwnania mas zidentyfikowanych na $ciezkach biatek wyliczonych przy uzyciu dwoch metod:
b orownania mas zidenty : . h przy | 71,4 69,4
yznaczonej krzywej kalibracyjnej oraz przy wykorzystaniu programu do analizy zeli ImageLab. Wyznaczone Albumina 66
masy roznig si¢ od siebie. Przyczyng tego sg najprawdopodobniej rézne warunki przygotowywania standardu 74,3 75,6

biatkowego (na podstawie ktorego wyznaczono krzywa kalibracyjng) oraz biatek, drugim znaczacg przyczyna
r6znic moze by¢ algorytm, wedlug ktorego pracuje program do analizy. Na r6znice wyznaczonych mas wpltyw
mogly mie¢ rOwniez obecne zanieczyszczenia
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Tabela 1. Wyniki przeprowadzonej elektroforezy w zelu poliakrylamidowym
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