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Termin elek‘cmforeza

* Ruch czasteczek obdarzonych tadunkiem i jonéw w polu

ele k‘cvycznym

* Stosowana do rozdziatu makroczgsteczek réznigcych sie

tadunkiem, rozmiarem, ksztattem i zdolnoscig do tworzenia

komp lekeséw np. DNA L biatek




Rodzaj e elek’cvofovezy

**TFle ktrofoveza stvefowa

Najpowszechniejsza, przy sta{ej wartosci pH elektrolitu, wykorzys’uy’e

ruchliwosci elektroforetyczng jonéw na nosniku w polu elektrycznym.




‘:’]zotachoforeza

Nieciggta wartos¢ pH w nosniku, jony migrujg pomiedzy
dwoma systemami elektrolitéw o roznej wartosct pH

(elektrolit wioda}cy, elektrolit zamykaj accy).

W obszarze pomiedzy tymi dwoma elektrolitami znajduja

sie separowane makrojony.




X Ogniskowanie izoelektryczne (IEF)

Warto$é pH buforu zmienia sie w sposéb ciggty od wartosci
najwyzszej przy katodzie do najnizsze| przy anodzie.

Biatka i peptydy migrujg w polu elektrycznym w kierunku elektrod

0 znaku przeciwnym ich tadunkowi.

Zmieniajace sie wartosci pH elektrolitu zatrzymuja je w miejscu, w
ktérym pH=pl.




' Tle ktroforeza natywna

Prowadzona zwyk(e w polia’mrylamidz ie w warunkach, w
ktérych makroczgsteczki pozostajg niezdenaturowane.

Przyktad elektroforezy biatek w warunkach
na’cywnych.




‘:’Elek’cvoforeza w obecnosci SDS (siarczan dodecylu sodu)
Najczesciej stosowany dla separacji makromolekut biatkowych.

Substancja powierzchniowo czynna przyczynia sie do znacznego

poprawienia rozdzielczodci techniki elektrofore’cycznej.

Barwienia komplekséw biatko-SDS jest znacznie wydajniejsze niz
samego biatka, jego obecnosé eliminuje enzymatyczng degradacje

biatek w trakcie separacjL.



‘:‘Elek’croforeza niecia}g{a

Potaczenie izotachoforezy z elektroforeza strefowg, bardziej wydajna

W zelu zageszczajacym nastepuje izotachofereza, a separujgcym
elektroforeza strefowa.
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Zayeszczajacy

Schemat zelu do e[ektroforezy nieciazg{ej.

Zel
Sktad elektrolitéw i wartodé pH obu zeli sepamjacy

oraz ich porowatodci réznia sie.




**Tle ktroforeza dwukierunkowa

Ztozona z trzech podstawowych Vodzaj ow elektvoforezy
4 separacji biatek technikg ogniskowania izoelektrycznego

v elektroforeze ptytowg w celu wykonania separacji wedtug mas
czasteczkowych

v po zakoriczeniu procedur i wybarwieniu zelu uzyskuje sie dwuwymiarows
mape rozktadu biatek ¢ T Loa "
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** lmmunoele khroforeza

Metoda rozdziatu i iden@ﬁkacj ] Vozpuszczalnych antygenéw
(biatek) w zelu

Po elektroforezie biatek podaje sie do zelu przeciwciata, ktére

dyfunduja bocznie w kierunku antygenu (biatka)

W miejscu potaczenia biatka ze swoistym dla niego przeciwciatem

nastepuje wytracenie kompleksu antygen—przeciwciato




Zasada dziatania elek’afofovezy




Elektroforeza kwaséw nukleinowych odbywa sie na zelach

v’ Czasteczki kwaséw nukleinowych, w buforach o pH zblizonym do

neutralnego, posiadaja tadunek ujemny i migruja w kierunku

anody (elektrody (+))

v Uzyskanie poprawnego rozdziatu elektroforetycznego wymaga
zastosowania odpowiednich warunkéw pradowych aby nie

spowodowac’ podnies lenta temperatury zelu i denatwacja DNA.




Zastosowanie e[ektroforezy DNA:

v Ustalenie wielkosci ﬁragmentéw DNA na pods’caw le porownania
tempa migracji prazkéw w stosunku do wzorca mas

czasteczkowych.

v Ustalenie ilogé preparatu na podstaw le poréwnania in’censywnos’c’

ﬂuovescencj L.

v ldentyfikacje ewentualnej degradacji preparatu, ktéra jest

widoczna na zelu w pos’caci smugi.

4 ldentyfikacje zanieczyszczei obecnych w preparacie.



Zele do elektroforezy:

4 Agarozowy- agaroza z odpowiednim Ioufovem, 1O schtodzeniu
tworzy pory stabilizowane wigzaniami wodorowymi, wielkogé
poréw zalezy od jej stezenie, wykorzystywana do rozdziatu duzych
czastek np. DNA(oznaczenie sekwengji nuk[eo‘cydow Lpopro’cemy,

immunoglobuliny. BT8R mosunina
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v poliakvylamidowy— uzyskany Z monomerow akvyloamidu |

substangji sieciujgcej. Stosuje sie do rozdziatéw mniejszych

ﬁragmen‘cc’)w DNA. E[ekhfofoveza pvzepvowadzona we wjfas'ciwych
warunkach umozliwia rozdziat DNA z doktadnoscig do jednego

nukleo’cydu.




Elek‘cmfoveza biatek

v Elekhfoforeza kwasdéw nukleinowych L biatek ma wiele cech
wspélnym w sensie noénikéw i aparatow a nawet sposolau
barwienia.

v’ Gléwna réznica to sumaryczny tadunek czgsteczek, ktéry w
przypadku kwaséw nukleinowych zawsze przyjmuje wartosé
ujemng, natomiast czasteczki biatka cechuja si¢ zréznicowanym
tadunkiem.




Barwienie zeli
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Zastosowanie i pvak’cyczne wykorzys’canie:

v Metoda elekhrofovezy znalazta szerokie zastosowanie w
farmacji i biomedycynie jako narzedzie do rozdzielania,

izolowania i analizy ilos’ciowej oraz jakoéciowcj sktadnikdéw

préloek szczegé[nie lekéw 'Lpochodzenia bio [ogicznego.




v’ Analizie podlega materiat bio [ogiczny (surowica, mocz,

rézne tkanki, a nawet pojedyncze komérki) pod wzgledem
poznania profilu frakeji biatkowych czy DNA i RNA.

v Wyniki takiej analizy pomagaja przy ustaleniu rodzaju

schorzenia i postepéw leczenia, cech genetycznych.




v Elek‘cmfoveza zelowa Jest tez wykorzys’cywana do analizy
roztadu chemicznego lelkedw ] ako PO jedynczych substancj ]

chemicznych, z{oZonych mieszanek oraz ich zanieczyszczeﬁ.

v Coraz czedciej wykorzystuje sie te metode do kontroli
procesu techno [ogicznego oraz do idenbﬁkacji wielu

zwigzkéw znajdujacych sie w produktach zywnosciowych.



Bib[iogvaﬁa

> ,Wprowadzenie do anali’cyki Ioiochemicznej i Bogumij( Leszczyv’lski,
Siedlce 2004

> ,,Przyk{ady analiz DNA” Ryszard Stomski, Poznan 2004
> Analiza DNA” Ryszard Stomski, Poznan 2011

> Internet (,Elektroforeza przyktady zastosowan” opracowanie
zbiorowe pod redakcja Bogdana Walkowiaka i Violetty
Kochmarskiej)




