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Abstract

The following project has been made in collaboration with, Denator AB, a
biotechnology enterprise. One-dimensional electrophoreses have been usegrto anal
protein contents of tissue samples. Tissue samples have been either treatidgacc

to the company’s newly developed tissue treatment technique or not treateddt all a
comparisons between these samples have been made. In order to see differences in
protein patterns between samples more clearly, a conversion method has been
developed where electrophoresis gel visual patterns are used to produce curves,
similar to densitometer curves.

Denator AB would like to know if the proteins in their treated samples will change
visibly over 48 h when incubated at room temperature. This has been investigated
using the above mentioned method. A comparison has also been made using untreated
samples incubated in the same way.

The analyses have been made at two gel densities, 10% and 12%. The series of
samples consisted of both treated and untreated samples. Incubations wer@ made f
different time intervals in room temperature, up to 48 h. Gels were scanned and the
files were used for producing curves where the colour intensity along a tasaksed

for ordinate and the protein travel distance was used for abscissa.

Using this method, no change in patterns of Denator treated samples could be seen,
strongly indicating efficient conservation of the samples. The untreatedesampl
however, show visible changes with time, indicating that the sample proteins were
partly decomposed into smaller fragments with time. A striking result ohidlgses

is a clearly visible difference in the original patterns of untreated artddrsamples

before incubation. This indicate that non treated samples undergo a very quick process
of decay.




Sammanfattning

Examensarbetet har gjorts at bioteknikforetaget, Denator AB. Endimenaionell
elektroforesanalyser pa vavnadsprover har utforts i syfte att studera
proteinsammanséattningen. Proverna som analyserats har dels varit behandlade i
foretagets nyutvecklade instrument och dels varit obehandlade. Fér att &ydligeara
se skillnader i proteinsammansattningen mellan de olika proverna har detaitaebet
metod fér omvandling av monstret ifran elektroforesanalysen till kurvor pa datorn.

Denator AB vill veta hur proteinsammanséattningen i deras behandlade prover
foérandras under 2 dygn i rumstemperatur jAmfort med prover som inte behanslats all
Proteiner i obehandlade vavnadsprover, bryts ned med tiden fran storre enheter till
mindre. Detta scenario ar tankt att forhindras om vavnadsprovet behandlas i Denators
instrument.

Elektroforesanalyserna som gjorts har utforts vid tva geltatheter, 10% och 12%.
Provserien har bestatt av behandlade och obehandlade prover. Respektive provsort har
fatt sta framme olika lange i rumstemperatur, under en tidsperiod av 2 dygn.

Resultaten fran analyserna har scannats och omvandlats till kurvor. Kurvorna har
baserats pa fargintensiteten (proteinmangden) i ménstret samt vastiéoksn av

proteinet i gelen.

Det kunde konstateras att de behandlade proverna inte férandrades med tiden,
proteinsammansattningen holls konstant. De obehandlade proverna daremot fick en
forandrad proteinsammansattning med tiden. Proteinerna bréts ned till mindre.enhete
Ett anmarkningsvart resultat ar att de obehandlade respektive behandladegphaver

en skillnad i sammanséttningen redan vid starten av analysen. Detta skulle kunna
forklaras med att proteinerna i de obehandlade proverna hinner férandras under den
korta tid som extraktionen av vavnadsprovet tar.
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Inledning

Den har rapporten bygger pa examensarbetet som gjorts som en del i
hogskoleingenjorsutbildningen. Arbetet har valt att inriktas mot bioteknikomradet.
Det som intresserar med biotekniken &r att det ar valdigt forskningsintenkiett

det hela tiden sker ny produktutveckling! Uppgiften till examensarbetebtiaiaf/
Denator AB, ett G6teborgs foretag. Den gar ut pa att undersoka hur
proteinsammansattningen forandras med tiden pa prover som behandlats i deras
nyutvecklade instrument. Detta har tdnkts och gora med hjalp av SDS
elektroforesanalyser. Resultaten ifran elektroforesanalyserna skad®estforas till
datorn, sa att man lattare kan jamfora proverna med varandra.

Proteiner finns i allt biologiskt material och de fyller manga olika funktiooellen.
Dessa funktioner har bara sin betydelse da det biologiska materialaréde
Darefter borjar proteinerna brytas ned till mindre delar sa kallade peptide

Inom sjukvarden, lakemedelsforetag med flera anvander man sig av vavnadsprover
for att gora analyser. Analyserna inom sjukvarden behovs for att kunna idantifie
sjukdomar och lakemedelsforetag gor analyser i forskningssyften. Foéamtska fa

sa bra resultat av analysen som mojligt ar det vasentligt att det ar sarhailende i
vavnadsprovet som i den levande organismen och att proteinerna i cellerna inte har
brutits ned. | dagslaget finns det ingen bra behandling som gor sa att pratéiner
vavnadsprovet behalls intakta. Utan darfor har Denator AB utvecklat ett instrume
som ska l6sa detta problem. Instrumentet har &nnu inte lanserats pa marknaden. Men
gor verkligen Denators instrument nagon skillnad? Kan man se en férandring mellan
vavnadsprover som behandlats och som inte har gjort det? Och hur férandras
respektive provsort med tiden?

Syftet ar att studera hur proteiner bryts ned med tiden i vavnadsprover, som &ar
behandlade och som inte &r det samt att jamfora resultat mellan de olika proasorter
Malet &r att gora endimensionella SDS elektrofores analyser vid oliléahgeér. De
behandlade/obehandlade proverna ska fa sta framme i rumstemperatur inmégea ti

till 2 dygn. Pa detta satt far man en provserie for varje provsort. Eleksofore
monsterna som fas vid analyserna ska overforas till datorn och omvandias till kurvor,
for att man ska kunna jamfora proverna med varandra pa ett enkelt och tydligt séatt.
Detta skall utféras for att Denator AB vill veta hur proteinsammansattningeas de
behandlade prover féréandras under 2 dygn i rumstemperatur jamfért med prover som
inte behandlats alls.
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Forandringen i proteinsammansattning kommer inte studeras pa nagot annat satt an
med hjélp av SDS elektroforesanalyser och arbetet kommer inte att innebaltatr

ifran analyser som skett efter 2 dygn i rumstemperatur. Rapporten kommet inte a
besta av mer an den grundlaggande teoretiska bakgrunden, da huvudsakligen av tiden
lagts pa praktiskt arbete.

)

Rapporten &r uppbyggd i en bakgrunds del, en genomférande del och en
resultat/diskussions del. Pa slutet finns ocksa en sammanfattande slutsgisn s
delen tar upp den bakomliggande fakta som behovs for att klargora och forsta sjalva
arbetet. Metod delen beskriver hur det praktiska arbetet med metodupparbetningar,
tillvagagangssatt etc. har utforts. | resultat/diskussionsdelers degenan kommit

fram till och sa ar det en diskussion kring resultatet. Slutsatsen angattebdet

som konstaterats.
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Proteiner ar uppbyggda av olika sorters aminosyror. Aminosyrornas geséngttar
ar enligt figur 1.

COOH
I
H-C-R

I
NH;

Fig.1 Struktur av aminosyra [1]

Det finns 20 stycken olika typer som alla har olika sidogrupper, (R). Beroende péa hur
sidokedjan ser ut kan aminosyrorna delas in i sura, basiska, hydrofila och hydrofoba

[1].

Primarstrukturen av ett protein talar om i vilken ordning aminosyrorna sitter. De
bildas bindningar mellan aminosyrorna vilket ger upphov till en sekundar struktur hos
proteinet. De tva vanligaste sekundar strukturernahalix, figur 2, och -sheet,

figur 3. Dessa strukturella enheter fungerar som lego bitar och bygger upp hela
proteinet.
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Fig.3 Struktur av -sheet [3]

Olika sorters protein bestar av olika mangdéelix och -sheet. Hur denna
fordelning ser ut anger tertiar strukturen. Detta visas exemplet i figurad nedr
spiraler ar -helix och plattorna ar-sheet.
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Fig.4 Tertiar struktur hos proteinet Karboxy peptidas A [4]

Ett protein kan ocksa besta av flera tertiara enheter, som antingen &r kopior av
varandra eller ar kombinationer av olika enheter. Detta kallas for kvadkius.
Figur 5 nedan visar hemoglobin som byggs upp av fyra likadana enheter [6].

Fig.5 Kvartar struktur hos hemoglobin [5]
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Det ar strukturen som gor att proteinet har en funktion och kan vara biologiskt aktiv i
kroppen. Strukturen paverkas av forhallandena som ar runt omkring proteinet. For att
strukturen inte ska forstéras kravs det en relativt konstant temperatur, salt
koncentration och pH niva. Férandras dessa forhallanden bryts sekundar, tertiar och
kvartar strukturen, d.v.s. proteinet denatureras. Darmed forlorar ocksa proteinet sin
funktion. Det finns en normal nedbrytningsprocess av proteiner i cellen och denna
skots av proteosomerna, en typ av organell. Det ar proteiner som har blivit far gam
som behdver brytas ned. Proteiner kan ha en livslangd pa 2 minuter till 6ver en dag.
Aven missbildade proteiner behdver brytas ned. Sadana proteiner ar riktigt férlig
cellen, speciellt om de férekommer i hoga koncentrationer. Det finns ungefar 30 000
proteosomer i en manniskocell [6].

N&r man tar ett vavnadsprov ifran en organism kommer cellerna i vavnaden att do.
Det finns ingen val definierad punkt for nar och hur celldéden intraffar. Men generellt
kan man saga att det ar da cellen inte langre kan aterfa sin normala morfologi
(uppbyggnad) som man klassar den som dod. Nar cellen dor kommer forhallandet i
cellen att forandras detta pa grund av att blodtillforseln avstannar. Blanduaphét
elektrontransportkedjan och ATP tillverkningen, pH:t minskas, det bildas mér Ca
joner och mer enzymer som ger upphov till fria radikaler [7]. Den 6kade halten av
Cc&* joner leder till att proteaset calpain aktiveras. Calpain angriper ochr hege
proteiner som bland annat finns i mikrotubuli och plasmamembranet, 6évriga enzymer
och receptorer degraderas [8].

Den férandrade miljon i cellen leder till att alla storre makromolekylerrker att
forandras. Och det ar makromolekylerna som ar grundmaterialet for cedteleder

till metabola férandringar vilket i sin tur gor att cellens funktioner stors [7].

)

Elektrofores ar en separationsteknik som anvands fér analyser av proteiner och DNA
fragment. Tekniken grundar sig pa att partiklar forflyttar sig i erkeétsed hjalp av

ett elektriskt falt. Ytan pa partiklarna ar laddad och véatskan runt omkring har ecks
laddning som ar motsatt till den pa partiklarna. Nar sedan ett elektriskpféitteaas

kan skillnaden i laddning gora sa att partiklarna forflyttar sig, alternativéisskan
forflyttar sig. Partiklarna behdver aven befinna sig i nagon typ av materialtétiar s

upp och haller dem pa plats i vatskan. Detta stabiliserande material kan axgmpel
vara en gel bestdende av agaros eller akrylamid, papper, kapillarer eller en
strommande buffert. Nar elektroforesen ar kérd kan man for de flesta prover inte se
nagot resultat med blotta 6gat, utan det kravs nagon form av detektionsmetod.
Detektionen kan ske med hjalp av olika typer av kemikalier och antikroppar. Det finns
manga olika varianter pa elektrofores beroende pa vilken typ av prov som man ska
analysera, vad man vill separera proverna efter osv.

Den typ av elektrofores som anvants i analysen ar SDS-PAGE. SDS star fion sodi
dodecyl sulfate och betecknas kemiskts;(@HH,):(CH,OSO;Na. PAGE betyder
polyakrylamid gel elektrofores. | SDS-PAGE anvander man sig av en gel
innehallande polyakrylamid. Polyakrylamiden bildas genom att monomert akrylamid
slas samman med bisakrylamid. En bisakrylamid molekyl innehaller tva
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dubbelbindningar som kan koppla ihop med tva andra akrylamid molekyler. Pa detta
satt bildas ett natverk av akrylamid, polyakrylamid. Denna reaktion kallas for
polymerisering [9]. Hur polyakrylamiden ser ut visas i figur 6 nedan.

akrylamid polyakrylamid
CH,—CH—C—NH; —CHz—CH—fCH,—CH— CH,—CH—
; b=o| d=o| =0
ol | e
metylen-bis-akrylamid E:in
CH=CH—G—N—CH;—N—C—CH—CH, A
] H O Cc=0
—CHE—CH—-CHZ—EliH—-CHz—CH—
t=a t=0
W, A,

Fig 6. Strukturer av akrylamid, (metylen)-bis-akrylamid och polyakryldaOgl

For att skynda pa reaktionen anvands katalysatorer, ammoniumpersulfat och
TEMED(tetramethylenediamine). TEMED gor sa att persulfatdabilria radikaler

som da satter igang polymeriseringen [KNrylamiden bestammer 6ver

porstorleken. Ju mer akrylamid som polymeriserats desto tatare blir gbleia tar

det langre tid for amnena att vandra genom den. Innan gelen har hunnit stabilisera sig
maste man satta i en kam i ena kanten. Kammen bildar brunnar och det ar till dessa
brunnar som man sedan kan tillsatta provet till. Man l6ser upp det proteininnehallande
provet i en provbuffert. Det ar viktigt att provbufferten ar tyngre an
elektroforesbufferten, for annars loser sig provbufferten i elektroforesberifoch da
kommer inte proteinerna att vandra i gelen. Detektionsmetoden som anvandes for at
asynliggora proteinerna bygger pa en kemisk infargning med CoomassieBrillia

Blue R250.

SDS tillsatts till bade gelen, elektrofores- och provbufferten. SDS arengfotensid
som binder till proteinerna och belagger dem. Den gor sa att proteinerna blir mer
I6sliga och att de far en laddning som beror av hur mycket SDS som bundit till dem.
Proteinets egna laddning maskeras. Tack vare SDS amnet kan SDS elekinofores
separera proteinerna efter storlek, d.v.s. molekylvikt. De mindre proteinmalekyle
kan transporteras fortare genom gelen an de stérre molekylerna. @edtaman far
utspridda band péa gelen. For att man ska kunna veta vilken molekylvikt som
proteinmolekylerna har anvander sig man av standarder. Standarderna innehaller
proteinmolekyler vars molekylvikt ar kand. Hastigheten som proteinmolelaytean
genom gelen ar omvant proportionellt mot logaritmen av molekylvikten.
Merkaptoetanol tillsatts till provbufferten for att I6sa upp disulfid bindningar som
finns i proteinerna. Proteiner som har reducerade disulfid bindningar binder cirka 1,4
gram SDS per gram protein medan icke reducerade proteiner binder in runt 0,9-
1,0gram SDS per gram protein [9].
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Forst skedde en informationssokning kring anskaffandet av vavnadsprover. Sjukhus,
forskningsenheter vid Chalmers och Goéteborgs universitet, slaktféretag, dikod|

med flera kontaktades. Universeum, vetenskapligt centrum, bistod till slut med
vavnadsprover i form av en levande fisk. Vavnadsproverna maste vara levande nar
sjalva behandlingen av proverna sker. Provbehandlingen gick till sa att hélften a
fiskens lever frystes in omedelbart efter uttagandet, pa torris (-80rgraddra

halften av levern behandlades omedelbart i Denators instrument, varefter pkséet oc
nedfrystes pa torrisen. Darefter transporterades proverna pa tottiekriiska
hogskolan i Jonkodping dar de férdes over till -80 grader frysen.

-

| metodupparbetningen testades det att I6sa upp, extrahera, vavnadsprovet pa 3 olika
satt, genom:

1) att extrahera vavnadsprovet i provbufferten och sedan varma i hett vatten i 2
minuter.

2) att mekaniskt bearbeta en bit av vavnadsprovet med en spatel i provbufferten och
darefter varma i hett vatten i 2 minuter

3) att behandla vavnadsprovet i provbufferten med ultraljud i 2 minuter och déarefter
varma i hett vatten i 2 minuter.

| vartdera av fallen anvandes 0,1 gram av vavnadsprovet och det I6stes upp i 300
mikroliter provbuffert. Volymen av extraktet till brunnarna pa gelen uppdick tich
10 mikroliter.

#H# |

Vavnadsprover som inte var behandlade och vavnadsprover som var behandlade med
Denators instrument inkuberades i rumstemperatur under olika lang tid. De
inkubationstider som valdes var: prover som kom direkt fran frysen, samt inkuberade i
rumstemperatur 4, 8, 16, 24, 32, 40 respektive 48 timmar. Valet hade att géra med att
Denator AB ville ha analyser utforda pa prover som statt framme i upp tithagat

och sa lampade det sig bra med 8 analyser under detta tidsintervall. Fosktilget

bli korrekta och representativa band vid varje tidpunkt kordes trippelprov, d.v.s. vid
analysen tillsattes 5 mikroliter av varje provsort till tre olika brunnar.

10
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4.

Receptet i bilaga 8 har legat till grund for utférandet av SDS elektroforgsaime.
Geltatheten beror av forhallandet mellan mangden akrylamid och vatten isgate

man blandar. Ju tatare gel desto mer akrylamid har man i. | receptet stéskiatet

hur man blandar en gel med en téathet av 14 procent. Omrakningar av receptet har
skett till geltatheterna 8, 10, 12, 16 och 18 procent. Vid metodupparbetningen gjordes
sex geler med tatheterna, 8, 10, 12, 14, 16, 18% akrylamid. Till varje gel tillsattes
dubbelprov, 5 respektive 10 mikroliter, av extrakt ifran de vavnadsprover som bara
behandlats med varme, de som behandlats med spatel och varme och de som
behandlats med ultraljud och varme. Den typ av vavnadsprov som inte behandlades i
Denators instrument anvandes.

Tva geler kordes parallellt med varandra i SDS-elektroforesutrustningenmpeh va
korning tog ungefar 4 timmar, vilket innebar att 4st geler kunde koras per dag. Efter
att hela grundserien var kord vid bade 10 och 12% kunde det konstateras att en del
geler inte hade blivit sa bra, manga inneholl ett streck som gick genom lelaige

nagon gel hade banden vandrat ojamnt, en del geler hade blivit for ljusa och andra for
morka. En del av dess geler som inte var sa snygga behovdes kdras om.

# 1

Efter att gelerna fargats in scannades de i bade svartvitt och i fasgtdeisr det reda

pa vilken scanner som var nyast och som skulle ge bast bildkvalitet pa bade Chalmers
och pa Tekniska hogskolan i Jonkoping. Det kunde konstateras att for att fa en riktigt
bra kvalitet hade man behovt en tillsats till scannern som kunde belysa gelen fran
bagge hallen men ingen sadan fanns tillganglig pa nagon av skolorna.

He /

For att fa nagot tips till hur den inscannade bilden av gelen skulle kunna omvandlas
till en kurva pa datorn, dar intensiteten i fargen (d.v.s. proteinmangd) skulle kunna
avsattas mot proteinets position pa gelen (d.v.s.vandringsstackan), kontaktades
personal pa data/it avdelningen pa Tekniska hogskolan. Den idé som verkade béast
gick ut pa att anvanda sig av bildpunkterna i den inscannade bilden och med hjalp av
dessa omvandla bilden till en matris i Matlab [11], varvid man sedan skulle kunna
anvanda matrisen for att rita en kurva [12]. Med denna ide som grund utvecklades
darefter en metod for hur man skulle kunna géra kurvor av bilderna.

Eftersom banden i gelerna har vandrat olika langt beroende pa nar man stangde a
elektroforesutrustningen, utvecklades forst ett satt som gjorde att bildegeteaa
kunde jamféras mot varandra. Alla geler klipptes ut i Paint [13], sa att alldligrf

gel forsvann och kvar blev bara det omrade pa gelen som bestod av banden. De
urklippta gelerna klistrades sedan in i dataprogrammet Irfanview [14], och dar
andrades alla bildernas storlek, sa att alla bilder fick samma bildpunktsAitatt

bilder fick mattet, 300 bildpunkter pa langden.

Efter detta var bilderna redo for att anvandas i Matlab. Forst testadws det var
lampligast att géra kurvor av bilderna med avseende pa de roda, de blaa elierade g
delarna av bildpunkterna.

11



Genomfdrande

Kommandoraderna som anvants i Matlab ser ut sa har:

>> im=imread('namn.jpg’);
>> image(im);

>> green199=im(199,:,2);
>> green199=255-green199;
>> figure

>> plot(green199)

Kommandoraden im=imread('namn.jpg’) gor sa att bilden av gelen, i jpg format med
ett visst namn, lases in av Matlab. Kommandot image(im) goér att en bild av gelen
kommer upp i Matlab. Man véljer da "Tool-Data Cursor” i menyn i figuren. Med

detta verktyg kan man valja ut en lamplig kolumn alternativt rad i bilden som man &ar
intresserad av. Om man valjer en rad eller kolumn beror pa hur man har scannat in
bilden, man vill ha en rad/kolumn som svarar mot ett genomskéar av alla band som
harstammar fran en och samma brunn, d.v.s. samma spar av gelen. Bilderna som
anvants i detta fall har scannats in liggande vilket gor att en lamplig racuvalj

bilden. Nar man har valt ut en [amplig rad/kolumn kommer det fram en ruta som
anger rad och kolumn nummer. Kommandot green199=im(199, : ,2) leder till att man
gor rad nummer 199 till en vektor, med hjalp av den grona fargen. Green199 ar
namnet pa vektorn. Forsta platsen inom parentesen star for raden man vill ha d.v.s. rad
199, andra platsen d.v.s: tecknet, sager att man vill ha ett varde pa rad 199 i alla
kolumner och tredje platsen, 2:an, anger att man vill ha fargen gron. Om man ritar
grafen nu kommer man fa en upp och nervand graf, d.v.s. peakarna for varje band
kommer att vara som dippar istéllet. Kommandot green199=255-green199 gor att
grafen blir rattvand. Kommandot figure gor att Matlab tar fram ettfiigister och

plot (green199) gor att grafen ritas upp i fonstret.

En sadan ovanstaende beskriven graf har tagits fram for Denators behandlade prov
och likasa for det obehandlade provet vid varje tidpunkt och vid varje geltathet.

#( /o

Grafernas y-axlar har justerats i Matlab efterat. Beroende pa rkir sta

bakgrundsfargen pa gelen har varit, har kurvornas grundniva legat pa olika y-varden.
Graferna har justerats sa att det minsta y-vardet pa kurvan slaeinxemh det

hogsta y-vardet slar i taket. Graferna har ocksa vants i Adobe Photoshop ], sa
peakerna som &r vid 300 pa x-axeln motsvarar banden som &r pa slutet av gelen. Detta
moment hade kunnat undvikas om bilderna scannats in pa ratt hall fran boérjan.
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Resultat

& ! !
0 -

Av resultatet kunde det konstateras att det inte spelade nagon roll fér monstret i et
spar hur vavnadsprovet extraherades. Det blev samma resultat oavsett om vavnaden
bara behandlades med varme, med spatel och varme eller med ultraljud och varme.
Intensiteten i monstret pa banden varierades dock med extraktionsmetod.

Fig.7 129% tathet

De tva forsta och den sista korningen i varje gel, se figur 7, ar band fran
referensproteiner. Nummer 3 och 4, (sett fran vanster), motsvarar prover behandlade
med spatel och varme. Till nummer 3 har det tillsatts 5 mikroliter provbuffert bch til
nummer 4, 10 mikroliter. Nummer 5 och 6 ar prover behandlade med ultraljud och
varme och nummer 7 och 8 ar prover bara behandlade med varme. Pa samma satt ar
det ocksa tillsatt 5 mikroliter till nummer 5 och 7 och 10 mikroliter till nummer 6 och

8.

Proteinbanden har fordelat sig likadant och ser likadana uti nr 3, 5 och 7. Detta
betyder att, oavsett vilket satt som vavnadsprovet extraherats pa far maa samm
resultat. Darfoér valdes den lampligaste och smidigaste metoden, d.v.s. att I6sa upp
vavnadsprovet i provbufferten och bara varma. Banden péa gelen blev tydligare med 5
mikroliter extrakt an med 10 mikroliter.

Resultatet innebar att vavnadsprovsextrakt for analysens rakning itforgén

utférdes genom enbart upplésning av provet i provbuffert och behandling med varme.
Vid analysen tillsattes i fortsattningen endast 5 mikroliter av extraktietunnarna

pa gelen.

$

Resultat av koérningar vid olika geltatheter kan ses i figurerna 8 till 13 nedan:
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Resultat

Fig.8-8% tathet Fig.9-10% tathet

Fig.10-12% tathet

Fig.12-16% tathet
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Resultat

Vid jamforelse kunde det konstateras att den lagsta procentandelen 8% gavign otyd|
bild pa grund av att banden blev utdragna. De hogre 14-16-18% gav ett tjockt band
som inte gick och l6sa upp. 16-18% gav ocksa en otydlig bild pa grund av att banden
kom s& néra in pa varandra, de blev ihoptryckta.

Resultatet innebar att tva geltatheter, 10 och 12% valdes ut. Vid destzetgita
skedde sedan analysen.

# 0 !

Det visade sig att den grona delen av bildpunkterna i de scannade filerna gav det
tydligaste och minst brusigaste kurvorna. Darfér har den grona fargenovalts f
kurvorna som gjorts i Matlab. Figur 14, 15 och 16 nedan visar kurvor baserade pa
samma spar i gelen Oh 10%.
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Fig.14 Kurva baserad pa bla farg.
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Fig.15 Kurva gjord pa gron farg.
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Resultat

260
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Fig.16 Kurva gjord pa rod farg.

Nar bearbetningen av bilderna bérjade, méarktes det att de grafer som mpérade

geler som var gjorda med sma brunnar inte gick att jamféra med de gpafe

baserades pa geler som var gjorda med stora brunnar. Peakarna fréva gafer

kom fran de geler med sma brunnar var mycket bredare, vilket berodde pa att banden i
dessa geler var otydligare och mer utdragna &n banden i de geler som lzade stor
brunnar. Darfor var kemiinstitutionen tvungen att kdpa in en till kam med stora

brunnar varefter knappt halften av gelerna kérdes om, d.v.s. de geler som var kérda
med sma brunnar gjordes om. Detta hade undvikits om utrustningen bestatt av tva
kammar med stora brunnar fran borjan och inte en kam med sma brunnar och en med
stora. Efter omkoérningen scannades de nya gelerna in och graferna gjardes

Eftersom att det detta inte kunde konstateras forran hela provserien var koérd,
omkdrningar pa de inte sa snygga gelerna var gjorda och upparbetningen av metoden
for hur gelerna skulle kunna dverforas till datorn var klart, tog det sin tid.

Férmodligen &r det sa att vavnadsproverna har forandrats da de legat i 80 graders-
frysen under nagon/nagra manaders tid. Detta kan ses tydligt pa graferg@em

vid 0h-12% tathet. Fran borjan kdrdes denna gelen med sma brunnar, men banden
blev inte sa utdragna och otydliga, utan det gick att fa fram en bra kurva pa datorn
som framgar av figur 17. Sedan kordes gelen om med stora brunnar, figur 18, efter att
det gatt en langre tid och da fick man fram en samre kurva som inte ar lik den kurvan
som ar gjord med de sma brunnarna. Denna kurva skiljer ocksa ut sig mer fran
resterande kurvor i serien.

16



Resultat

Fig.17 Behandlat prov Oh-12% tathet, Fig.18 Behandlat prov Oh-12%
sma brunnar tathet, stora brunnar.

Detta tyder pa att proteinsammansattningen har forandrats med tigsen. fDarfor
maste detta anges som en felkalla och det galler framst gelerna vid 4h, 8h, 16h -10 %
tathet och 24h-12 % tathet.

& ! 1]

Nar kurvorna tillverkades i Matlab valdes en "lamplig” rad ut ifran gelenet\val rad
visar sig inte spela nagon storre roll. Oavsett vilken rad som man véljerepdgge!

det upphov till en liknande kurva. Detta visas i figur 19 och 20. Dessa kurvor ar
gjorda pa gelen som &ar kord vid 8h-12% tathet och av det obehandlade provet.

Fig.19 Kurva baserad pa rad 275 Fig.20 Kurva baserad pa rad 331

Om man jamfor kurvor mellan tva olika geler som ar kérda vid samma tidpunkt och
tathet, kan man konstatera att man kan fa valdigt bra 6verensstammelse, se figur 21
och 22, men i vissa fall kan man aven fa samre Overensstammelse pa grund av
otydliga peaker mellan kurvorna, se figur 23 och 24.

17



Resultat

Fig.21 Gel 1:8h-12% obehandlat prov Fig.22 Gel 2:8h-12%, obehandlat prov

Fig.23 Gel 1:4h-10% obehandlat prov Fig.24 Gel 2:4h-10% obehandlat prov

")
Av resultatet kan man konstatera att Denators behandlade prover halléatsit) re
konstanta 6ver tiden bade vid en tathet av 10% och vid 12%. Man ser att monstret,
graferna, ar ungefar desamma. | figur 25 och 26 visas gelerna som kordes vid Oh oc
48h vid en tathet av 10% och i figur 27 och 28 visas gelerna vid samma tidpunkt fast
vid en tathet av 12%.

Sett fran vanster pa gelen: 1 kérning med referensproteiner, 3 kdrningar baserade
behandlade prover, 3 kérningar baserade pa obehandlade prover, 1 alt. 2 kérningar
med referensproteiner.

18



Resultat

Fig.25 Oh vid en tathet av 10%

Fig.26 48h vid en tathet av 10%

Fig.27 Oh vid en tathet av 12%

19



Resultat

Fig.28 48h vid en tathet av 12%

| figur 29 och 30 visas kurvorna baserade pa gelerna vid Oh och 48h vid en tathet av
10% och i figur 31 och 32 visas kurvorna vid samma tidpunkter men vid en tathet av
12%.

Fig.29 Behandlat prov, Oh-10% tathet Fig.30 Behandlat prov, 48h-10% tathet

Fig.31 Behandlat prov, 0h-12% tathet Fig.32 Behandlat prov, 48h-12% tathet
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Resultat

Man ser att peakarna i kurvorna som ligger vid ungefar 130, 160 och 170 bildpunkter
pa x-axeln i figur 29 och 30 &r stabila. Likadant &r det med peakarna vid ungefar 100,
120 och 130 bildpunkter i figur 31 och 32. Dessa peakar ser ut pa samma satt oavsett
vilken tidpunkt som analysen &r gjord. Detta innebar att proteinerna behaller sin
ursprungliga struktur och att de alltsé inte bryts ned.

( 2

For de obehandlade proverna kan man konstatera att kurvorna vid Oh innehaller
manga sma, inte sa breda, peakar medan kurvorna vid 48h innehaller farre men storre
och bredare peakar. Se figur 33 och 34 vid en tathet av 10% samt figur 35 och 36 vid
en tathet av 12%. Successivt med tiden har de sma peakerna 6vergatt till stérre
peaker! Detta innebar att manga proteiner har brutits ned fran sin ursprungliga
struktur till mindre enheter. De mindre enheterna har ansamlats och darmed desaka
bredare peakerna.

Fig.33 Obehandlat prov, Oh-10% tathet Fig.34 Obehandlat prov, 48h-10% tathet

Fig.35 Obehandlat prov, Oh-12% tathet Fig.36 Obehandlat prov, 48h-12% tathet
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Resultat

| figur 33 kan man se att peakerna som ligger vid 80 och 150 bildpunkter pa x-axeln
har férsvunnit helt, och i figur 34 kan man se att peakerna vid 180 och 220
bildpunkter har forstarkts, d.v.s. proteiner har brutits ned fran sin ursprungsform till
mindre enheter. Man ser ocksa generellt att monstret i figur 33 innehélldnersma
peaker och monstret i figur 34 innehaller farre och storre peaker. Liknandeesiuts
kan ocksa dras fér peakerna som representerar 12% gelerna i figurerna 35 och 36.

3 4

Nar man jamfor Denators behandlade prov med de prov som inte &r behandlade kan
man se att det finns en skillnad mellan dessa prover redan fran borjan d.v.s. vid Oh.
Det galler bade vid 10% och 12%. Detta &ar det mest intressanta i reskibatet!
eftersom bade det behandlade och icke behandlade provet kommer fran samma
vavnad borde de innehdlla samma sorts proteiner, d.v.s. proteiner med samma
struktur, frAn borjan innan proverna satts ut i rumstemperatur och da borde graferna
vid Oh vara i princip identiska med varandra oavsett om provet ar behandlat eller e;.
Men sa ar inte fallet! Om man tittar pa figur 37 och figur 38 kan man se attefet ar
valdig skillnad mellan dessa 2 monster. De ar inte alls lika varandra. Det behandlade
provet innehaller tre markerade peaker kring 150 bildpunkter pa x-axeln vilket inte
syns pa samma satt i kurvan for det obehandlade provet. Man ser ocksa att de
markerade peakerna for det behandlade provet ligger pa hogre varden pa x-axeln.
Detta skulle eventuellt kunna férklaras med att de obehandlade proteinerna redan
hinner brytas ned under de f& minuter som provberedningen tar, det vill siga d& man
vager upp provet, l6ser det i provbuffert och behandlar det med varme.

Fig.37 Behandlat prov, 0h-10% tathet Fig.38 Obehandlat prov, Oh-10% téathet

For att annu mera tydliggora att det finns en skillnad mellan de obehandlade och de
behandlade proverna gjordes en silver SDS-page elektroforesanalys [16ad&kill
mellan denna metod och den metod som anvants under hela férstket ar att vid silver
SDS-page anvander man silver som detektionsmedel istéllet for det bla fargamne
Coomassie Brilliant Blue. Silver &@r kansligare an Coomassie Brilliarg Bth ger

upphov till fler proteinband. Resultatet av silver SDS-page korningen visas i figur 39
och 40. Gelerna kan ses i bilaga 7.
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Resultat

Fig.39 Behandlat prov vid Fig.40 Obehandlat prov vid
silverinfargning, 0h-10% silverinfargning, Oh-10%
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Resultat

Den sammanfattande slutsatsen av projektet &r att med den analysmetod susn anva
har vavnadsprover som behandlats av Denator AB inte brutits ned.
Proteinsammansattningen halls konstant 6ver 2 dygn. Vavnadsprover som inte
behandlats far en forandrad proteinsammansattning med tiden. Proteinernadryts ne
Ett konstaterande ar ocksa att det finns en skillnad i proteinsammansattningen redan
fran borjan, mellan de obehandlade/ behandlade proverna. Detta & nagot som man
skulle kunna arbeta vidare med och gora fler experiment kring.
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Bilagor

Bilaga 1: Resultat av SDS elektroforesanalyser vid en geltathet av 10%

Fran vanster sett pa gelen: 1 korning med referensproteiner, 3 korningar baderade p
behandlade prover, 3 kérningar baserade pa obehandlade prover, 1 alt. 2 kérningar
med referensproteiner.

Oh

4h
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8h

16h

24h
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32h

40h

48h
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Bilagor

Bilaga 2: Resultat av SDS elektroforesanalyser vid en geltathet av 12%

Fran vanster sett pa gelen: 1 korning med referensproteiner, 3 kdrningar baderade p
behandlade prover, 3 korningar baserade pa obehandlade prover, 2 krningar med
referensproteiner.

Oh

4h
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8h

16h

24h
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32h

40h

48h
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Bilagor

Bilaga 3: Kurvor baserade pa obehandlade prov vid en geltathet avi0% Y-axeln
motsvarar proteinmangd och x-axeln motsvarar vandringsstrackan i bildpunkter.

Oh

4h
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8h

16h

24h
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32h

40h

48h
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Bilagor

Bilaga 4: Kurvor baserade pa behandlade prov vid en geltathet av10%. Y-axeln
motsvarar proteinmangd och x-axeln motsvarar vandringsstrackan i bildpunkter.

Oh

4h
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8h

16h

24h
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32h

40h

48h
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Bilagor

Bilaga 5: Kurvor baserade pa obehandlade prov vid en geltathet av12% Y-axeln
motsvarar proteinmangd och x-axeln motsvarar vandringsstrackan i bildpunkter.

Oh

4h
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8h

16h

24h
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32h

40h

48h
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Bilagor

Bilaga 6: Kurvor baserade pa behandlade prov vid en geltathet av12% Y-axeln
motsvarar proteinmangd och x-axeln motsvarar vandringsstrackan i bildpunkter.

Oh

4h
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8h

16h

24h
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32h

40h

48h
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Bilagor

Bilaga 7: Resultat av SDS elektroforesanalys med silverinfargning \gel&ithet av
10%

Behandlat prov

Obehandlat prov

45



Bilagor

Bilaga 8: SDS elektrofores recept

SDS-PAGE
BEREDNING AV SEPARATIONSGEL 14 %

Blanda i en liten E-kolv: 10061 1,875 M TRIS-HCI pH 8,8
1680avjonat vatten
22m6 akrylamidlésning (finns fardig)
B0 SDS-16sning

Avgasa blandningen i ultraljudsbadet i fem minuter och tillsatt darefter:
MA0 % ammoniumpersulfat (farsk)
AFEMED

BEBRDNING AV STACKING GEL

Blanda i liten ren kolv: 2561 0,6 M TRIS-HCI pH 6,8
48% akrylamidlésning
172%vatten
25 SDS |6sning

Avgasa i tio minuter i ultraljudsbadet och tillsatt darefter
2510 % ammoniumpersulfatlésning
2 TEMED

LOSNINGAR TILL SDS-ELEKTROFORES
Till gelen: (% = % w/v)

Akrylamidl6sning (30% akrylamid, 0,8% bisakrylamid)
1,875 M TRIS-HCI, pH 8,8

0,60 M TRIS-HCI, pH 6,8

10% ammoniumpersulfat (FARSK) (aq), 10 ml

10% SDS (aq)

Till elektrofores:

0,05 M TRIS
0,384 M glycin
0,1 % SDS (aq)
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Bilagor

Provbuffert x 2:

0,6 M TRIS-HCI pH 6,8 , 10 ml

1 g SDS + 10 g sukros spads il
0,5 ml merkaptoetanol 50 ml
0,5 % bromfenolblatt, 5 ml

Infargning

0,1% Coomassic Blue R 250 i
50% metanol, 10% attiksyra (aq) OBS! Anvand nyfiltrerad 16snirig

Avfargning:

10 % metanol, 7 % attiksyra (aq)

a7



