Laboratorium z biochemii

DLA STUDENTOW BIOLOGI!, BIOTECHNOLOGII | OCHRONY
SRODOWISKA

Praca zbiorowa pod redakcja Antoniego Polanowskiego
Poprawki do wydania Il wprowadzone pod redakcja
Justyny Ciuraszkiewicz i Elzbiety Gocek

3. BIALKA

Autorzy: Jolanta Kowalska, Irena Lorenc-Kubis, Dorota Nowak, Antoni Polanowski, Agata
Szalewicz, Anna Wilimowska-Pelc, Zdzistaw Wroblewski, Matgorzata Zakrzewska, Justyna
Ciuraszkiewicz, Elzbieta Gocek (ed. Elzbieta Gocek)

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.9.1
3.9.2
3.9.3
394
3.95

3.9.6
3.9.7
3.9.8
3.10
3.10.1
3.10.1.1
3.10.1.2

3.10.2
3.10.3
3.10.3.1
3.104
3.105
3.10.6

Podzial i funkcje bialek

Wiazanie peptydowe

Budowa i nazewnictwo peptydow

Modyfikacje potranslacyjne bialek

Struktura bialek

Denaturacja bialek

Analiza sekwencji aminokwasowej bialek

Proteomika

Wiasciwosci fizykochemiczne bialek

Widmo biatka w zakresie §wiatta ultrafioletowego

Wiasciwosci koloidowe roztworow biatka

Ladunek elektryczny 1 wytracanie bialek z roztworu

Punkt izoelektryczny kazeiny

Wiytracanie bialek kwasem chlorowym (VII), sulfosalicylowym
i trichlorowym

Woysalanie albumin i globulin z surowicy krwi

Dializa

Filtracja zelowa zwigzkdéw roznigcych si¢ masg czasteczkowa
Metody oznaczania stezenia bialka

Metody spektrofotometryczne

Molowy i wiasciwy wspolczynnik absorpcji albuminy surowicy bydlecej
Wyznaczanie stezenia albuminy surowicy bydlecej metoda
spektrofotometryczng

Odczyn barwny wigzania peptydowego — reakcja biuretowa
Metoda biuretowa oznaczania ilo$ci biatka

Mikrobiuretowa metoda oznaczania ilosci biatka
Kolorymetryczne oznaczanie biatka metoda Lowry’ego
Kolorymetryczne oznaczanie biatka metoda Bradforda

Metoda Smitha z wykorzystaniem kwasu bicinchoninowego (BCA)



3.10.7
3.11
3.11.1
3.11.1.1
3.11.1.2
3.11.2
3.11.2.1
3.11.2.2
3.11.3
3.11.3.1
3.11.3.2
3.11.3.3
3.11.34
3.11.3.5
3.11.4
3.12

3.13
3.131
3.13.2

3.13.3
3.13.4
3.134.1

3.13.4.2
3.13.5
3.13.6
3.13.7

3.14
3.14.1
3.14.2
3.14.2.1
3.14.2.2
3.14.23
3.142.4
3.1425
3.14.2.6
3.14.3
3.14.4

Mikrometoda taninowa

Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym

Elektroforeza natywna

Rozdziat biatek surowicy krwi w elektroforezie wedtug Davisa
Rozdziat biatek w elektroforezie natywnej w uktadzie ciggtym
Elektroforeza w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE)

Elektroforeza SDS-PAGE wedlug Laemmli’go

Elektroforeza SDS-PAGE wedlug von Jagowa

Metody barwienia biatek po rozdziale elektroforetycznym

Barwienie na biatko (proteinogram)

Barwienie na obecno$¢ glikoprotein (glikoproteinogram) — technika PAS
Lokalizacja izoenzymoéw fosfatazy zasadowej (zymogram)

Barwienie z uzyciem Coomasie Brilliant Blue w §rodowisku kwasnym
Barwienie z uzyciem Coomasie Brilliant Blue w srodowisku wodnym
Wyznaczanie wzglednej masy czasteczkowej biatka

Wykazywanie obecnoSci glikoprotein za pomoca wigzania z wolnymi
lektynami

Wybrane metody otrzymywania bialek

Podstawy teoretyczne chromatografii jonowymiennej

Preparacja kwasnej as-glikoproteiny (orozomukoidu) z surowicy
wieprzowej

Preparacja trypsyny z trzustki bydlecej

Zastosowanie chromatografii powinowactwa w preparatyce biatek
Immobilizacja konkanawaliny A na Sepharose 4B po aktywacji
bromocyjanem

Immobilizacja trypsyny na Sepharose 4B po aktywacji diwinylosulfonem
Wysokosprawna chromatografia cieczowa odwroconej fazy (RP-HPLC)
Preparacja zasadowego inhibitora trypsyny z pluc bydlecych (BPTI)
Otrzymywanie rekombinowanego biatka w bakteryjnym systemie
ekspresyjnym

Analiza sklady aminokwasowego bialek

Hydroliza wigzan peptydowych

Derywatyzacja aminokwasow

Metoda ninhydrynowa

Modyfikacja chemiczna z wykorzystaniem aldehydu o-ftalowego
Metoda AccQ-Taq

Przedkolumnowa deprywatyzacja z wykorzystaniem fenyloizotiocyjanu
Metoda dinitrofenylowa

Metoda dansylowania

Identyfikacja i iloSciowe oznaczanie aminokwasow w hydrolizacie
Analiza sktadu aminokwasowego BPTI metodg AccQ+Taq

26
27
28
28
30
31
31
33
34
34
34
35
36
36
36

37
39
39
41

42
43

45
46
48
50

53
54
55
55
56
56
56
57
58
58
58
61



3.1. PODZIAL 1 FUNKCJE BIALEK

Biatka to naturalnie wystegpujace nierozgalezione polimery o masie czasteczkowej od 10 000 do ponad
1 000 000 Da, zbudowane z aminokwaséw potagczonych wigzaniami peptydowymi. Poza 20 rodzajami
L-aminokwaséw moga zawiera¢ aminokwasy zmodyfikowane w czasie obrobki potranslacyjnej oraz dwa
znacznie rzadziej wystepujace aminokwasy kodowane genetycznie: selenocysteing i pirolizyng (rozdziat 2.2)

Biatka stanowia ogromna grupe zwigzkéw o roéznym zrodle pochodzenia, budowie, funkcjach
i wlasciwos$ciach. Z tego powodu w zaleznosci od potrzeb stosuje si¢ rézne kryteria ich podzialu. Ponizej
przedstawiono jedynie kilka z nich, bazujacych przede wszystkim na budowie i wlasciwos$ciach bialek.

Ze wzgledu na sktad chemiczny, biatka mozemy podzieli¢ na biatka proste (proteiny, homoproteiny),
czyli biatka sktadajace si¢ wylacznie z aminokwasow oraz bialka zlozomne (proteidy, heteroproteiny), ktore
dodatkowo zawieraja roznego typu czasteczki o charakterze niebiatkowym lub jony.

Bialka proste oraz biatkowe cze$ci biatek zlozonych, charakteryzujace si¢ podobng budowa
i whasciwosciami fizykochemicznymi tancucha polipeptydowego, mozna podzieli¢ na kilka podgrup. Pokrotce
scharakteryzowano je ponize;j.

Albuminy sag biatkami o masie czasteczkowej ok. 70 000 Da, pl 4,5-6,0, dobrze rozpuszczajg si¢ w wodzie
i rozcienczonych roztworach soli; mozna je wysoli¢ przy catkowitym nasyceniu roztworu siarczanem (VI)
amonu. Wystepuja powszechnie zarbwno w organizmach zwierzecych jak i roslinnych. Do albumin zalicza si¢
np. albuminy jaja, osocza krwi, mleka, leguming z grochu.

Globuliny stanowiag liczng grupe biatek o masie czasteczkowej 41 000-10 000 000 Da, ich pl miesci sie
w granicach 5,0-7,3, rozpuszczaja si¢ w roztworach soli obojetnych, niektoére w rozcienczonych kwasach
i zasadach, sa nierozpuszczalne w wodzie; mozna je wysoli¢ przy potowicznym nasyceniu roztworu siarczanem
(VI) amonu. Ulegaja denaturacji w fagodnych warunkach. W globulinach czgsto wystepuja jony metali (miedz,
zelazo, cynk), reszty cukrowe, lipidy (glownie fosfolipidy) i sterole. Pelnia w organizmie réznorakie funkcje,
w tym funkcje katalityczne (enzymy), obronne (immunoglobuliny), regulatorowe (hormony).

Histony wystepuja w jadrze komoérkowym w potaczeniu z kwasami nukleinowymi oraz w erytrocytach.
Ze wzgledu na duzy udziat reszt lizyny i argininy w ich sktadzie aminokwasowym sg biatkami zasadowymi;
charakteryzuja si¢ malg zawarto$cia aminokwasoéw siarkowych. Dobrze rozpuszczaja si¢ w wodzie
i rozcienczonych roztworach kwasow.

Protaminy sa biatkami, a wlasciwie peptydami, o masie czasteczkowej nie przekraczajacej 5 000 Da. Posiadajg
silnie zasadowy charakter z uwagi na duzg zawarto$¢ argininy (np. ponad 50% wszystkich reszt aminokwasoéw
w protaminach spermy ryb), nie zawieraja aminokwaséw siarkowych. Charakteryzuja si¢ ubogim sktadem
aminokwasowym. Posiadaja wlasciwosci zblizone do histondw. Dobrze rozpuszczaja sie w wodzie
i w rozcienczonych roztworach kwaséw. W potaczeniu z kwasami nukleinowymi tworzg nukleoprotaminy.
Wystepuja w spermie ssakow, ptakow i ryb np. salmina z mlecza tososia.

Gluteliny to biatka roslinne charakteryzujace sie duzg zawarto$cig kwasu glutaminowego, glutaminy i proliny,
nierozpuszczalne w wodzie, roztworach soli i etanolu, rozpuszczajg sie w rozcienczonych roztworach kwasow
i zasad. Wystepuja w duzej ilosci w ziarnach zbdz np. glutelina pszenicy wchodzaca w sktad glutenu.

Prolaminy sa biatkami ro$linnymi wyst¢gpujacymi w nasionach traw, rozpuszczalnymi w 70% etanolu.
Charakteryzuja si¢ duza zawartoscia kwasu glutaminowego i proliny oraz mala ilo$cig lizyny. Przyktadem
prolamin jest gliadyna z ziarna pszenicy wystepujaca w glutenie.

Skleroproteiny to zwierzece biatka fibrylarne nierozpuszczalne w wodzie i rozcienczonych roztworach soli,
kwasow i zasad. Charakteryzujg si¢ duzg zawartoscig cysteiny, proliny i hydroksyproliny. W skiad tej grupy
biatek wchodza biatka tkanki lacznej: kolagen i elastyna, keratyna wystepujaca we wilosach i wytworach
naskorka: paznokciach, kopytach, rogach i piorach, a takze fibroina jedwabiu.

Podobnie jak biatka proste, bialka ztozone cechuje roznorodno$é wiasciwosci i funkcji. Ponizej
przedstawiono podziat tej grupy biatek ze wzgledu na rodzaj grupy niebiatkowej wchodzacej w sktad czasteczki
(Tab. 3.1).



Tab. 3.1 Rodzaje bialek ztoZonych

skladnik niebialkowy nazwa grupy bialek przyklady
cukry glikoproteiny owoalbumina
as-glikoproteina osocza krwi
przeciwciata
receptory komérkowe
mucyna
lipidy lipoproteiny HDL - lipoproteiny o duzej gestosei

IDL — lipoproteiny o po$redniej gestosci
LDL - lipoproteiny o matej gestosci
VLDL - lipoproteiny o bardzo matej gestosci
chylomikrony

nukleoprotaminy

nukleohistony

proste wirusy roslinne

kazeina

hemoglobina

oksygenazy

ferrytyna

ceruloplazmina

hemoglobina

rodopsyna

kwasy nukleinowe nukleoproteiny

reszty kwasu fosforowego
jony metali

fosfoproteiny
metaloproteiny

barwniki chromoproteiny

Powyzszy podziat biatek ztozonych w wielu przypadkach nie jest jednoznaczny, gdyz niektore biatka
moga naleze¢ jednoczesnie do kilku grup np. hemoglobina bgdaca zarowno metaloproteing i chromoproteing,
czy Pi-lipoproteina zawierajgca poza resztami cholesterolu i fosfolipidow takze reszty cukrowe.

Przyjmujac jako kryterium podzialu bialek ich ksztalt i rozpuszczalno$¢ mozna je podzieli¢ na biatka
fibrylarne i globularne.
Bialka fibrylarne (wlokienkowe) posiadaja wydluzony ksztalt, czgsto tworza widkna izwykle sa
nierozpuszczalne w wodzie. W sktad tej grupy biatek wchodza kolageny, elastyna (sktadniki tkanek tacznych),
keratyny (glowny sktadnik skory, wlosow, pior), fibryna (tworzy skrzepy we krwi).
Bialka globularne maja ksztalt zblizony do kulistego, sg na og6t dobrze rozpuszczalne w wodzie, zwykle sa
bardziej wrazliwe na wysokg temperature i zmiany pH niz biatka widkienkowe. W tej grupie biatek znajdujg si¢
m.in. biatka pelnigce funkcje regulatorowe: hormony, przeciwciata, enzymy.

Roznorodnos¢ biatek znajduje takze odzwierciedlenie w petnionych przez nie funkcjach i w udziale we
wszystkich procesach zyciowych organizméw zywych oraz wirusow (Tab. 3.2).



Tab. 3.2 Funkcje bialek

* czynniki wzrostu organizmoéw wyzszych

* kontrola procesé6w biochemicznych przez
hormony, inhibitory i inne typy biatek

« kontrola wzrostu i réznicowania przez biatka
represorowe w bakteriach

funkcja opis przyklady
mechaniczno- materiat budulcowy komorek i tkanek kolagen
strukturalna elastyna
keratyna
ruch * praca migsni aktyna
uporzadkowany |* przemieszczanie si¢ chromosomow w czasie miozyna
mitozy
* poruszanie si¢ plemnikow
transport transport tlenu oraz innych czasteczek i jonow hemoglobina
mioglobina
lipoproteiny
transferyna
magazynowanie |magazynowanie zwigzkOw réznego typu ferrytyna
kataliza enzymy roznych klas: oksydoreduktazy katalaza
enzymatyczna transferazy glukokinaza
hydrolazy trypsyna
liazy cyklaza adenylanowa
izomerazy izomeraza glukozofosforanowa
ligazy syntetaza glutationowa
regulatorowa * regulacja ci$nienia wewnatrzustrojowego albumina surowicy krwi
i kontrola pH hemoglobina

NGF — czynnik wzrostu nerwu
insulina, serpiny, kinazy
biatkowe

represor operonu laktozowego
(represor lac)

ochronna

* elementy powlok ciata — skora i wytwory
naskorka

* ochrona immunologiczna

* zapobieganie wykrwawieniu

kolagen, elastyna, keratyna
przeciwciata
fibrynogen

komunikacja wytwarzanie i przenoszenie impulséw nerwowych |rodopsyna

receptor acetylocholinowy

3.2. WIAZANIE PEPTYDOWE

Czasteczki biatek zbudowane sa z aminokwasow potaczonych wigzaniami amidowymi nazywanymi
wigzaniami peptydowymi. Wigzanie peptydowe powstaje w wyniku reakcji grupy karboksylowej jednego
aminokwasu i grupy aminowej kolejnego aminokwasu z wydzieleniem czasteczki wody (Rys. 3.1).
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Rys. 3.1 Reakcja powstawania wigzania peptydowego

Wiazanie peptydowe ma w 40% charakter wigzania podwojnego (Rys. 3.2), o czym §wiadczy m.in. jego
dtugos¢ — 0,132 nm. Warto$¢ ta stanowi warto$¢ posrednig migdzy dtugos$cia wigzania pojedynczego (0,149 nm)
a podwdjnego (0,127 nm) pomigdzy atomami wegla i azotu.
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Rys. 3.2 Czesciowo podwdjny charakter wigzania peptydowego

Kolejng cecha wigzania peptydowego jest jego planarno$¢, bowiem wszystkie atomy wchodzace
w sktad ugrupowania peptydowego (grupa karbonylowa, atom azotu i atom wodoru) lezag w jednej ptaszczyznie.
Wigzanie peptydowe niemal zawsze przyjmuje konfiguracje trans, tzn. atom tlenu grupy karbonylowej i atom
wodoru grupy —NH znajduja si¢ po przeciwnych stronach wigzania. Taka konfiguracja jest korzystna
energetycznie z uwagi na brak przeszkod sterycznych migdzy taficuchami bocznymi aminokwaséw tworzacych
wigzanie peptydowe. Wyjatkiem od tej reguty sa wigzania X—Pro (X — dowolna reszta aminokwasowa), gdzie
mozliwa jest zarowno konfiguracja trans jak i cis (atom wodoru znajduje si¢ po tej samej stronie wigzania
peptydowego co atom tlenu).

Cze$ciowo podwojny charakter wigzania peptydowego powoduje, ze jest ono sztywne i nie ma
mozliwosci rotacji wokol niego. W przeciwienstwie do tego wigzania, wigzania migdzy weglem o
i karbonylowym atomem wegla oraz weglem o i atomem azotu sg pojedyncze i istnieje mozliwo$¢ swobodnej
rotacji wokot nich (Rys. 3.5). Obydwa fakty maja fundamentalne znaczenie dla budowy bialek, co omoéwiono
w dalszych cze$ciach rozdziatu.

W  biatkach, poza wigzaniami peptydowymi utworzonymi pomiedzy grupami aminowymi
i karboksylowymi polaczonymi z weglami a kolejnych aminokwasow (ten typ wigzania nazywany jest czasami
wigzaniem eupeptydowym), spotyka si¢ rowniez wigzania izopeptydowe, czyli wigzania amidowe, w ktorych
utworzenie zaangazowane sa grupy aminowe lub karboksylowe znajdujace si¢ w tancuchach bocznych
aminokwasow.

3.3. BUDOWA | NAZEWNICTWO PEPTYDOW

Aminokwasy, laczac si¢ ze sobg poprzez wigzania peptydowe, moga tworzy¢ czasteczki roznej
wielkoséci. W przypadku czasteczek zawierajacych kilka aminokwaséw méwimy odpowiednio o dipeptydach,
tripeptydach, tetrapeptydach itd. Czasteczki zawierajace 10-20 reszt aminokwasowych to oligopeptydy,
natomiast czgsteczki zbudowane z ponad 50-100 reszt aminokwasowych to polipeptydy. W przypadku
polipeptydéw o masie czasteczkowej powyzej 10 000 Da méwimy o biatkach. Poniewaz przecigtna masa
aminokwasu wynosi ok. 110 Da, przyjmuje sie, ze bialka to czgsteczki posiadajace ponad 100 aminokwasow.

Charakterystyczng cechg budowy tancuchow polipeptydowych jest wystepowanie potaczonych ze soba,
powtarzajacych si¢ grup peptydowych i wegli o, tworzacych tancuch gldwny (szkielet czasteczki) oraz obecnosé
tancuchoéw bocznych o réznej budowie, nalezacych do aminokwaséw tworzacych czasteczke (Rys. 3.3).

Przyjeto, ze sekwencje aminokwasowe peptydow i biatek bedg zapisywane w Kierunku od N-konca do
C-konca, czyli w taki sposob, ze aminokwas z wolng grupg aminowg znajduje si¢ z lewej strony, a z wolng grupa
karboksylowa z prawej strony. Ponizej przedstawiono cztery mozliwe sposoby zapisu sekwencji przyktadowego
peptydu przy uzyciu wzoréw strukturalnych oraz trzyliterowych i jednoliterowych skrotow nazw aminokwasow
(Rys. 3.3).
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Rys. 3.3 Budowa przykladowego peptydu
Stan uprotonowania grup funkcyjnych odpowiada warunkom pH = 7,0; dodatkowo zaznaczono fancuch gtowny peptydu, utworzony przez
Jednostki peptydowe i wegle a. poszczegolnych aminokwasow.

Systematyczna nazwa powyzszego peptydu to L-serylo-L-histydylo-L-arginylo-L-glutamylo-L-lizyna.
Pomijajac konfiguracj¢ aminokwaséw budujacych ten peptyd, jego nazwa bedzie wygladata nastgpujaco:
serylohistydyloarginyloglutamylolizyna.

W odniesieniu do mieszaniny polimeréw tego samego aminokwasu, np. alaniny, o réznej dtugos$ci
mozemy uzy¢ nazwy: oligoalanina, polialanina lub poli-L-alanina. Ze wzgledu na do§¢ skomplikowane nazwy,
zwlaszcza dhuzszych peptydow, czesto stosuje si¢ nazwy zwyczajowe, szczegblnie w odniesieniu do peptydow
wystepujacych naturalnie.

W tym miejscu warto wspomnie¢ o peptydach posiadajacych znaczenie fizjologiczne. Wérdd nich
znajduja si¢ m.in. wystgpujacy w mig¢sniach neuropeptyd karnozyna (dipeptyd), bioracy udzial w procesach
oksydacyjno-redukcyjnych glutation (y-Glu-Cys-Gly), zwiekszajacy ci$nienie krwi oktapeptyd angiotensyna,
oligopeptydy wystepujace w mozgu, odpowiedzialne za kontrole odczuwania bolu — enkefaliny czy hormon
zwiekszajacy stezenie glukozy we krwi — glukagon zbudowany z 29 reszt aminokwasowych.

Interesujaca grupe peptydoéw stanowig peptydy cykliczne, powstajace wskutek utworzenia wigzania
peptydowego przez N-koncowa grupe aminowg i C-koficowg grupe karboksylowa. Tego typu peptydy sa czesto
syntetyzowane przez mikroorganizmy, np. antybiotyk gramicydyna S — oktapeptyd produkowany przez szczep
Bacillus brevis, zawierajacy aminokwasy nietypowe (L-Orn) oraz aminokwasy szeregu D (D-Phe, D-Orn).

3.4. MODYFIKACJE POTRANSLACYJNE BIALEK

Po zakonczeniu procesu translacji, biatka mogg ulega¢ licznym modyfikacjom, w rezultacie czego w ich
czasteczkach poza aminokwasami kodowanymi genetycznie (rozdzial 2.2.) wystepuja takze aminokwasy innego
typu. Potranslacyjna obrobka biatek ma na celu uzyskanie czasteczek posiadajgcych odpowiednig strukture,
zapewniajacag wiasciwg funkcje fizjologiczng. Modyfikacje dotycza tancuchéw bocznych aminokwasow
i mozemy w$rod nich wymienié:

- fosforylacje grup hydroksylowych seryny, treoniny, tyrozyny, hydroksyproliny;

- glikozylacje, polegajaca na przylaczeniu fragmentu weglowodanowego, zawierajacego od dwodch
do pietnastu czasteczek monocukrow (np. N-acetyloglukozoamina, mannoza, galaktoza) poprzez grupe
hydroksylowg seryny lub treoniny (wigzanie O-glikozydowe), poprzez grupe amidowa asparaginy (wigzanie
N-glikozydowe) albo przez wolng grupe karboksylowa kwasu asparaginowego lub glutaminowego
(wiazanie estrowe);

- palmitynacje, polegajacg na wigzaniu 16-weglowej grupy palmitynowej do grupy tiolowej cysteiny,
najczesciej wigzaniem tioestrowym;

- prenylacje, polegajaca na tioeterowym wigzaniu grup prenylowych (np. grup izoprenoidowych,
15-weglowego farnezylu i 20-weglowego geranylogeranylu) do grupy tiolowej cysteiny, wystgpujacej
blisko C-konca peptydu.



Ponizej podano niektore modyfikacje potranslacyjne wraz z przykltadami aminokwaséw zmodyfikowanych
(Rys. 3.4, Tab. 3.3).

COOH COOH - COCH COOH
] T utlenianie | |
HN-C—H + H—C—NH, =—= HN—C—H H—C—NH, + 2H" + 2e”
CH, CH, fedikela H,c—s—s—CH,
SH SH

Rys. 3.4 Reakcja powstawania czgsteczki cystyny

Tab. 3.3 Modyfikacje potranslacyjne aminokwaséw

aminokwas
zmodyfikowany

wWzor

rodzaj modyfikacji
potranslacyjnej

przyktadowa funkcja

cystyna

COOH  COOH
HN—=C—H H—C—NH,
H,C—S—S—CH,

utlenianie grup hydrosulfidowych
dwach reszt cysteiny, co prowadzi
do powstania wigzania
disiarczkowego

udziat w tworzeniu
struktury przestrzennej
biatek
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CH struktury protrombiny
HOOC 'COOH
4-hydroksyprolina H, hydroksylacja stabilizacja wiokien
HO><C\C/|::OOH kolagenu
H C/&H
H2
5-hydroksylizyna GOOH
HN—C—H
o
i
HO—CH
H,N—CH,
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HZC‘:fOfPoz uczestniczacych
w regulacji procesOw
fosfotreonina C‘OOH komorkowych
HN—C—H
H(‘:*O*Pog
CH,
COOH
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3.5. STRUKTURA BIALEK

Biatka posiadaja budowe przestrzenna, w ktorej mozemy wyr6zni¢ kilka pozioméw organizacji,
omoéwionych ponize;j.
Struktura I-rzedowa to najnizszy i zarazem podstawowy poziom organizacji biatek, tozsamy z sekwencja, czyli
kolejnoscia aminokwasow, w jakiej wystepuja one w tancuchu polipeptydowym. Sekwencja aminokwasowa jest
kodowana genetycznie i determinuje struktury wyzszego rzedu.
Struktura ll-rzedowa okresla sposob sfaldowania tancucha polipeptydowego, definiowany jako wzajemne
ulozenie sasiednich reszt aminokwasowych w tancuchu polipeptydowym. Podstawowe znaczenie w tworzeniu
struktur drugorzegdowych ma sztywno$¢ wigzania peptydowego, mozliwo§¢ swobodnej rotacji wokot
sasiadujacych znim wigzan oraz tworzenie wigzan wodorowych migdzy grupami —NH i —CO tfancucha
glownego. Wyrdzniamy kilka typow struktur II-rzgdowych:
Struktury helikalne powszechnie wystepuja w biatkach fibrylarnych i globularnych. NajczeSciej spotykang jest
a-helisa (helisa 3,6;3) — prawoskretna struktura cylindryczna, w ktorej na jeden skret przypada 3,6 reszt
aminokwasowych, a ilo§¢ atomow (wlaczajac wodor) zamknigtych w pierScien dzigki utworzeniu wigzania
wodorowego wynosi 13.
Kilka helis o oplatajac si¢ wokot siebie moze tworzy¢ helisy wyzszego rzedu, jak np. w miozynie, fibrynie czy
keratynie. Inne typy helis wystepujacych w biatkach to helisy typu 2,2;, 31¢ i 4,414 (helisa 7).
Struktury f (harmonijki p, p-kartki) charakteryzujg si¢ tym, ze tworzg je znajdujace si¢ w jednej plaszczyznie
tancuchy polipeptydowe, potaczone siatka wigzan wodorowych pomigdzy grupami —CO i —NH sgsiednich
tancuchow, ktore moga by¢ utozone w jednym kierunku (réwnolegla B-struktura) lub w kierunkach
przeciwnych (antyréwnoleglta  fp-struktura). Przykladem biatka zbudowanego niemal wylgcznie
z antyrownolegtych B-struktur jest fibroina jedwabiu.
Skrety (zwroty B, zagiecia spinki do wlosow) to struktury powodujace zmiane kierunku przebiegu tancucha
polipeptydowego, powstajace dzigki utworzeniu wigzania wodorowego miedzy grupa —CO reszty n i grupg —NH
reszty n+3; czgsto tacza antyrownolegte struktury p.
Struktura Ill-rzedowa okre$la wzajemne przestrzenne polozenie struktur drugorzgdowych oraz lokalizacje
mostkow disiarczkowych.
Struktura 1V-rzedowa dotyczy organizacji budowy biatek podjednostkowych, sktadajgcych sie z wigcej niz
jednego tancucha peptydowego, okreslajac ich wzajemne potozenie i rodzaj oddziatywan.

W biatkach czesto spotyka si¢ dodatkowy poziom organizacji budowy przestrzennej, cechujacy si¢
charakterystycznym uktadem struktur drugorzedowych, tworzacych wyodrebnione jednostki globularne,
nazywane domenami, bgdace przyktadem struktury naddrugorzgdowe;.

Uzyskanie odpowiedniej struktury przestrzennej biatka jest mozliwe dzigki mozliwosci rotacji
w fancuchu glownym wokot wigzan pojedynczych sasiadujacych ze sztywnym, planarnym wigzaniem
peptydowym. Wielkos¢ rotacji jest definiowana przez katy torsyjne ¢ (fi) i y (psi). Kat torsyjny ¢ odpowiada
rotacji wokot pojedynczego wigzania migdzy atomem azotu i wegglem o, natomiast kat y wokot wigzania migdzy
weglem a i weglem karbonylowym (Rys. 3.5).

H
| | [ |
C R ,C Cc
/] | NIV -
N R\c/l\tq?ﬂ:@w N R COO
O H H

2

Rys. 3.5 Kqty torsyjne ¢ i

W utrzymaniu konformacji natywnej, zapewniajacej biatku wiasciwa aktywno$¢ biologiczng, bierze
udzial szereg oddziatywan, wsrod ktorych podstawowe znaczenie maja wigzania wodorowe migdzy grupami —
CO i —NH tancuchow gtownych. W tworzeniu wigzan wodorowych uczestnicza takze tancuchy boczne
aminokwasow, ktore moga by¢ tylko donorami w tym typie wigzan (tryptofan i arginina), moga petni¢ zarowno
funkcje donoréw i akceptorow (asparagina, seryna, treonina) oraz bgdace w zaleznoséci od pH donorami albo
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akceptorami (ale nigdy rownoczesnie) np.: lizyna, kwas glutaminowy, kwas asparaginowy, tyrozyna i histydyna.
Wsrod innych niekowalencyjnych oddziatywan migdzy tancuchami bocznymi aminokwaséw nalezy wymienié:
oddziatywania elektrostatyczne (przyciaganie lub odpychanie migdzy aminokwasami posiadajagcymi tadunek
elektryczny w fizjologicznym pH), w tym mostki solne — bardzo stabilne oddziatywania elektrostatyczne,
oddziatywania van der Waalsa oraz oddzialywania hydrofobowe.

Jak juz wspomniano powyzej, odpowiednie sfaldowanie lancucha polipeptydowego i uzyskanie
konformacji natywnej jest warunkiem niezb¢dnym, aby biatko mogto wtasciwie petni¢ przypisang mu funkcje.
W przypadku biatek o budowie podjednostkowej, struktura przestrzenna moze ulega¢ odwracalnym zmianom,
potaczonym ze zmiang aktywnosci biologicznej. Zjawisko to nazywamy allosteria i zachodzi ono wskutek
przyltaczenia tzw. efektoréw allosterycznych do centrow allosterycznych, potozonych w miejscach odleglych
przestrzennie od miejsca, w ktorym zachodza zmiany konformacji biatka. Do biatek allosterycznych nalezy
wiele enzymow, ktorych konformacja moze zmienia¢ si¢ pod wplywem substratow, inhibitorow lub
aktywatorow, a takze hemoglobina, ktorej efektorami allosterycznymi sg tlen, CO, i H™.

Poznanie struktury przestrzennej biatek daje w wielu przypadkach mozliwos$¢ zrozumienia ich funkcji
i sposobu dziatania, co ma znaczenie nie tylko poznawcze, ale takze praktyczne np. w projektowaniu nowych
czasteczek o pozadanych wlasciwosciach. W okreslaniu budowy przestrzennej biatek wykorzystuje si¢ techniki
rentgenograficzne i NMR oraz w pewnym stopniu dichroizm kotowy.

3.6. DENATURACJA BIALEK

W zaleznosci od swej budowy biatka w réznym stopniu mogg by¢ wrazliwe na dziatanie czynnikoéw
fizycznych i1 chemicznych powodujacych zniszczenie struktury przestrzennej i tym samym utrate funkcji
biologicznych. Proces ten nosi nazwe denaturacji i polega na zniszczeniu wszystkich poziomow organizacji
czasteczki bialka, poza strukturg pierwszorzgdows. Do denaturacji biatka dochodzi wskutek zerwania wigzan
wodorowych, oddziatywan van der Waalsa, oddzialywan elektrostatycznych 1 (nie zawsze) wigzan
disiarczkowych. Powoduje to rozfatdowanie lancucha polipeptydowego i przyjecie przez biatko konformacji
ktebka statystycznego.

Wskutek denaturacji biatka zmieniaja si¢ jego wlasciwosci fizykochemiczne. Traci ono cechy koloidu
hydrofilowego, gdyz zostaje pozbawione otoczki wodnej i zmniejsza si¢ jego rozpuszczalno$¢ w punkcie
izoelektrycznym. Poza tym biatka zdenaturowane sg bardziej podatne na hydroliz¢ enzymatyczna.

Denaturacji bialek nie nalezy utozsamiaé z wytracaniem (rozdziat 3.9.3), poniewaz wicle bialek mozna
wytraci¢ z roztworu nie denaturujac ich. Poza tym biatka mozna denaturowac nie wytracajac ich z roztworu.

Niektore biatka, w szczego6lnosci te o prostej budowie, po usunieciu czynnika denaturujagcego moga
odzyska¢ natywnag konformacje i pelng aktywno$¢ biologiczng. Proces ten nosi nazwe renaturacji.
W przypadku ekspozycji biatka na ekstremalne warunki np. silne ogrzewanie, denaturacja jest procesem
nieodwracalnym.

Fizyczne i chemiczne czynniki denaturujace biatka przedstawiono i krotko scharakteryzowano ponizej
(Tab. 3.4).

Tab. 3.4 Czynniki powodujgce denaturacje bialek

czynnik obserwowany efekt
ciepto (wysoka temperatura) rozerwanie wigzan wodorowych
promieniowanie UV rozerwanie wigzan wodorowych

rozerwanie oddziatywan niekowalencyjnych

romieniowanie jonizujace R
P J I3 1 wigzan disiarczkowych

ultradzwigki rozerwanie wigzan wodorowych
gwaltowne mieszanie, ubijanie rozerwanie wigzan wodorowych
znaczne zmiany pH zmiana uktadu wigzan jonowych

tworzenie soli, niszczenie wigzan
wodorowych, precypitacja biatek
metale cigzkie zniszczenie oddziatywan elektrostatycznych
np. rte¢, srebro, otow i w pewnym stopniu wigzan disiarczkowych

stezone kwasy i zasady
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rozerwanie wigzan hydrofobowych,
oddzialywanie z biatkiem przez tworzenie
wigzan wodorowych

tworzenie konkurencyjnych wigzan

detergenty, np. SDS (s6l sodowa
siarczanu dodecylu)

mocznik wodorowych z biatkiem

_ tworzenie konkurencyjnych wigzan
guanidyna wodorowych z biatkiem
garbniki tworzenie konkurencyjnych wigzan

wodorowych z biatkiem

przy niskim stgzeniu tworzy mieszane mostki
disiarczkowe z fancuchami bocznymi cysteiny,
przy nadmiarze B-merkaptoetanolu nastepuje
dalsza redukcja

B-merkaptoetanol

rozpuszczalniki organiczne
np. etanol, aceton (w dtugim okresie
czasu i w temp. pokojowej)

zmiana statej dielektrycznej i hydratacji grup
jonowych, precypitacja

3.7. ANALIZA SEKWENCJI AMINOKWASOWEJ BIALEK

Poznanie struktury biatka jest pomocne w zrozumieniu jego wiasciwosci oraz funkcji i poza celami
poznawczymi, ma rOwniez znaczenie praktyczne np. w projektowaniu czasteczek o okreslonych wiasciwosciach.
Znajomo$¢ struktury pierwszorzedowej biatka jest bardzo pomocna w okresleniu jego struktury przestrzennej
(metodami krystalograficznymi lub jadrowego rezonansu magnetycznego — NMR), natomiast w okreslaniu
sekwencji biatka bywa uzyteczna znajomo$¢ sktadu aminokwasowego (rozdziat 3.14).

Najczgsciej wykorzystywang metoda oznaczania sekwencji aminokwasowej peptydow i bialek jest
degradacja Edmana. W metodzie tej fenyloizotiocyjanian (PITC) w srodowisku zasadowym reaguje z grupami
a-aminowymi aminokwasu N-koncowego, w wyniku czego tworzy si¢ fenylotiokarbamoilowa pochodna biatka
(PTC-biatko). Nastepnie w $rodowisku kwasnym dochodzi do odcigcia pierwszego aminokwasu, dzieki czemu
uzyskujemy nowy N-koniec czasteczki i cykliczng, fenylotiohydantoinowa pochodng aminokwasu
N-koncowego (PTH-aminokwas), identyfikowang chromatograficznie. Powyzsze reakcje sa powtarzane dla
kolejnych aminokwasoéw, w rezultacie czego uzyskuje si¢ sekwencje aminokwasowg biatka. Analizy sekwencji
aminokwasowej wykonuje si¢ rutynowo, dzicki wykorzystaniu urzadzen zwanych sekwenatorami. W czasie
jednej analizy mozna oznaczy¢ sekwencje 30—40 reszt aminokwasowych, dlatego w przypadku wigkszych
czasteczek biatka konieczne jest pocigcie ich przed analiza na mniejsze fragmenty. W tym celu powszechnie
wykorzystuje sie bromocyjan oraz proteinazy specyficznie hydrolizujace okreslone wigzania peptydowe
(Tab. 3.5).

Tab. 3.5 Czynniki wykorzystywane do selektywnego ciecia bialek na fragmenty

czynnik miejsce ciecia
CNBr —Met|X—
trypsyna —Arg|X—, —Lys|X—
chymotrypsyna —Tyr|X—, -Trp|X—, —Phe|X-
proteinaza V8 —Glu | X—, —Asp|X—

X — dowolny aminokwas

Jezeli zachodzi konieczno$¢ analizy sekwencji tancucha peptydowego w kierunku od C-konica do
N-konca, mozna wykorzysta¢ np. karboksypeptydaze A ikarboksypeptydazg B. W identyfikacji aminokwasu
C-koncowego uzyteczna jest takze reakcja z hydrazyna, w wyniku ktorej wiazania peptydowe zostaja rozerwane
1 powstaja kwasne hydrazydy wszystkich aminokwasow z wyjatkiem aminokwasu C-koncowego.
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3.8. PROTEOMIKA

Proteomika to nauka z dziedziny biologii molekularnej, majaca na celu analiz¢ proteomu, czyli
wszystkich biatek kodowanych przez genom danego organizmu. W badaniu proteomu wykorzystuje si¢ liczne
techniki laboratoryjne, w szczegolnosci elektroforez¢ dwukierunkowa (poczatkowo rozdziat biatek prowadzi sig
ze wzgledu na ich tadunek elektryczny, a nastgpniec wielko$¢ czasteczek), techniki chromatograficzne
i spektrometrie¢ masowa.

Mozliwoé¢ wykorzystania tych badan w analizie proteomu cztowieka i organizméw chorobotwoérczych
moze mie¢ znaczenie kliniczne w opracowywaniu nowych metod diagnostyki i terapii roznych jednostek
chorobowych, w tym chorob zakaznych i nowotworow. Niestety, zbadanie proteomu cztowieka jest o wiele
trudniejsze od badania genomu. Glowna przeszkoda nie jest ilos¢ biatek syntetyzowanych przez organizm
(znacznie wigksza niz ilo§¢ genow), lecz ich duza zmiennos¢, zalezna od tkanki, wieku, ptci, fizjologicznego
stanu organizmu, warunkow bytowania itp.

3.9. WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE BIALEK

3.9.1. Widmo bialka w zakresie $wiatla ultrafioletowego

Zasada metody

Obecnos¢ w biatkach wigzan peptydowych oraz aminokwasdéw aromatycznych powoduje, ze zwiagzki te
absorbujg $wiatlo ultrafioletowe w zakresie 210-230 nm (wigzanie peptydowe) i 260-280 nm (aminokwasy
aromatyczne) — Rys. 3.6. Obecno$¢ maksimum absorpcji w zakresie bliskiego ultrafioletu (okoto 280 nm)
wynika z wlasciwosci spektralnych przede wszystkim reszt tryptofanu oraz tyrozyny i w mniejszym stopniu
fenyloalaniny (Tab. 2.3) oraz obecnoéci wigzan disiarczkowych. Maksimum absorpcji w zakresie dalekiego
ultrafioletu (ponizej 230 nm) to efekt wystepowania w biatkach wigzan peptydowych (posiadajacych cze§ciowo
podwdjny charakter) oraz w pewnym zakresie reszt Trp, Tyr, Phe, Cys-Cys, His, Met i Arg.

Intensywnos$¢ absorbowania §wiatla w ultrafiolecie zalezy zarowno od sktadu aminokwasowego jak
i struktury biatka, bowiem jego faldowanie istotnie wptywa na aktywno$¢ optyczng reszt aminokwasowych,
dlatego kazde biatko posiada indywidualne widmo charakterystyczne dla danego pH i sity jonowe;.

Poza charakterystycznymi maksimami absorpcji w ultrafiolecie biatka ztozone posiadajace grupy
chromoforowe (np. hemoglobina, cytochrom) posiadaja dodatkowe maksima absorpcji w zakresie $wiatla
widzialnego.

Pomiar absorbancji przy 280 nm jest jedng z podstawowych metod ilo$ciowego oznaczania biatek
(rozdziat 3.10).

2,0
1,54

1,0 1

absorbancja (A)

0,5

0,0

220 240 260 280 300
dtugosc fali (1)

Rys. 3.6 Widmo absorpcyjne biatka w ultrafiolecie
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Postepowanie
1. Oznaczy¢ absorbancj¢ 0,1% roztworu albuminy surowicy bydlgcej w UV w zakresie 220-300 nm
(co 10 nm) wobec 0,9% NaCl.

2. Wykresli¢ krzywa zalezno$ci absorbancji od dtugosci fali.

Materialy i odczynniki
- 0,1% roztwor albuminy surowicy bydlecej (BSA) w 0,9% NaCl
- 0,9% roztwoér NaCl

3.9.2. Wlasciwosci koloidowe roztworow bialka

Biatka bedace wielkoczasteczkowymi biopolimerami tworza roztwory koloidalne (koloidy hydrofilowe)
— zole, ktére moga przeksztalca¢ sic w wicksze, sztywne i nieregularne skupiska czasteczek — zele. Wzajemne
przechodzenie uktadu koloidalnego z postaci zolu w zel i odwrotnie: z zelu w zol, opisujg pojecia koagulacji
i peptyzacji:

KOAGULACJA _
Z0L < > JEL
PEPTYZACJA

Koagulacja to taczenie sie rozproszonych czastek koloidu w nieregularne agregaty, ktore
w odpowiednich warunkach mozna uzyska¢ w postaci osadu — koagulatu. Koagulacja moze by¢ procesem
odwracalnym albo nieodwracalnym. Zjawiskiem odwrotnym do koagulacji jest peptyzacja, czyli przejscie zelu
(lub koagulatu) w zol.

Uktad koloidowy moze wystgpowaé takze w postaci suchego koloidu, ktory po dodaniu wody pgcznieje
tworzac zel. Podnoszac temperature i dodajac wigksze ilosci wody uzyskuje si¢ zol.

Do koagulacji lub peptyzacji bialek dochodzi w specyficznych warunkach, odmiennych dla réznych
biatek. Podstawowe znaczenie dla stanu, w jakim znajduje si¢ uktad koloidalny maja: tadunek elektryczny
biatka, stopien uwodnienia, temperatura, obecno$¢ jondéw. Obecno§¢ aminokwasow natadowanych
wystepujacych na powierzchni czasteczki i nadajacych jej odpowiedni tadunek elektryczny powoduje, ze biatko
posiada otoczke hydratacyjna, ktora zapobiega aczeniu si¢ czasteczek w wicksze skupiska.

Pojeciem pokrewnym do koagulacji jest flokulacja, czyli zjawisko taczenia si¢ czasteczek koloidalnych
w wigksze agregaty pod wplywem flokulanta. Dzigki temu procesowi mozna uzyskaé zawiesing biatka w postaci
ktaczkow, np. wskutek dodania do roztworu elektrolitu zoboj¢tniajacego tadunek biatka. Biatko sktaczkowane,
W przeciwienstwie do skoagulowanego, mozna rozpusci¢ dodajac kwasu lub zasady.

Koloidy hydrofilowe obnizaja napiecie powierzchniowe, podwyzszaja lepko$¢ roztworu, wykazuja
staba opalescencje i dajg staby efekt Tyndalla. Biologiczng rola koloidow jest utrzymanie w stanie delikatnej
zawiesiny zwigzkow zle lub zupetnie nierozpuszczalnych w wodzie, obecnych w ptynach ustrojowych.

Ze wzgledu na duze rozmiary czasteczki biatka nie dyfunduja przez btony potprzepuszczalne o matych
porach. Mozna je wiec oddzieli¢ od zwiazkdéw drobnoczasteczkowych w procesie dializy (rozdziat 3.9.7).

3.9.3. Ladunek elektryczny i wytracanie biatek z roztworu

Biatka sg zbudowane z aminokwasow o réznych wiasciwosciach hydrofilowych, wynikajacych przede
wszystkim z obecnosci tancuchéw bocznych zdolnych (badz nie) do jonizacji. Wigkszos¢ biatek rozpuszcza sig
w wodzie, rozcienczonych kwasach 1 zasadach, a niektore w rozpuszczalnikach organicznych.
Na rozpuszczalno$¢ biatka wplywa takze st¢zenie soli nieorganicznych.

Niebagatelne znaczenie dla rozpuszczalno$ci biatek ma wystgpowanie aminokwasow hydrofilowych na
powierzchni biatka. Aminokwasy te, jak rowniez inne grupy jonizujgce obecne w biatku zmodyfikowanym
potranslacyjnie (np. grupy fosforanowe, siarczanowe), mogg posiada¢ rézny tadunek w zaleznosci od pH
roztworu, w ktorym wystepuja. Obecno$¢ w czgsteczce biatka tadunkéw dodatnich oraz ujemnych powoduje, ze
sg one amfolitami i mogg reagowac jak kwasy lub zasady. Podobnie jak w przypadku aminokwaséw, mozemy
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mowi¢ o punkceie izoelektrycznym bialtka (pl), czyli takim pH, w ktorym ilo$¢ tadunkéw dodatnich jest rowna
ilosci tadunkéw ujemnych i wypadkowy tadunek czasteczki wynosi 0.

Zdolnos¢ biatka do posiadania réznego tadunku w zaleznosci od pH znalazta szerokie zastosowanie
w roznych technikach preparacji (wytracanie bialek z roztworu) lub analizy tej grupy zwigzkéw; przede
wszystkim w technikach elektroforetycznych (rozdzial 3.11) i w chromatografii jonowymiennej (rozdziat
3.13.12).

Obecne w biatkach grupy zdolne do jonizacji oraz atomy N i O wigzan peptydowych wiaza si¢
wigzaniami wodorowymi z dipolami wody, wskutek czego na powierzchni czasteczki biatka powstaje
charakterystyczna otoczka wodna (hydratacyjna). Ponadto czgsteczki wody sa obecne roOwniez we wngtrzu
czasteczek biatka, dlatego woda ma nie tylko znaczenie strukturalne, ale rowniez funkcjonalne.

Rozpuszczalno$é bialka zalezy od ilosciowego stosunku reszt hydrofilowych do hydrofobowych
w czasteczce oraz ich rozktadu na jej powierzchni. Grupy polarne obecne w biatkach maja r6zng zdolnosé¢ do
wigzania czasteczek wody (w kolejnosci od najwyzszej do najnizszej: —COOH, —OH, —NH,, =NH, —SH).
Przyjmuje sig, ze 1 g biatka moze wigza¢ od 0,3-0,4 g wody. Obecno$é czasteczek wody na powierzchni biatka
zapobiega ich przyciaganiu si¢, agregacji i wypadaniu z roztworu, zatem powoduje wicksza rozpuszczalnos$é
biatka. Stopien hydratacji biatka zalezy od jego tadunku, a ten z kolei od pH roztworu bialka, w ktérym
wystepuje. Bialka posiadaja najmniejsza otoczke hydratacyjna w pl, co wiaze si¢ z faktem, Zze czgsteczka w tym
pH posiada wypadkowy tadunek 0 i najmniejszg zdolno§¢ oddziatywania z dipolami wody. Z tego powodu
biatka w punkcie izoelektrycznym najbardziej przyciagaja si¢, tworzg agregaty i dlatego najtatwiej wytracajg si¢
i krystalizujg. Odwadnianie biatek w pH innym od pl, powoduje, Ze czasteczki biatka dzigki posiadaniu tadunku
moga utrzymywac si¢ w roztworze.

O rozpuszczalnosci biatka w wodzie decyduje fakt, ze sity dziatajace pomigdzy grupami polarnymi
czasteczek biatka a dipolami wody sa wigksze od tych, ktére dziataja migdzy czgsteczkami biatka. Jednak
w niektorych biatkach (np. euglobuliny) oddziatywania mi¢dzyczasteczkowe biatek sa tak duze, ze dopiero
obecno$¢ nieznacznej ilosci soli powoduje ich rozerwanie. Ten proces, nazywany wsalaniem, zachodzi dzigki
temu, ze fadunki biatka zostaja zoboj¢tnione przez aniony i kationy soli, wskutek czego czasteczki biatka nie
przyciagaja si¢ 1 nie tworza agregatow. Wsalanie wptywa korzystnie na rozpuszczalno$¢ biatka, bowiem
wykazano, ze w roztworach o malym stezeniu soli logarytm rozpuszczalnos$ci biatka wzrasta proporcjonalnie do
sity jonowej roztworu soli. W miar¢ jednak zwigkszania stezenia soli rozpuszczalno$é biatka maleje, poniewaz
sol eliminuje warstwe hydratacyjng optaszczajaca biatko, odciagajac dipole wody, z ktorymi tworzy tzw.
hydraty. Na skutek utraty ptaszcza wodnego biatko wytragca sie¢ z roztworu. Ten proceS nazywany jest
wysalaniem. Proces wysalania jest procesem odwracalnym. Usuni¢cie soli przez dialize lub obnizenie jej
stezenia przez dodanie wody powoduje ponowne rozpuszczenie wysolonego biatka z zachowaniem pelnej
aktywnosci biologicznej. Poszczegdlne sole roznig si¢ zdolnoscig wysalania biatek. Przy duzych stezeniach soli
rozpuszczalno$¢ biatka maleje wraz ze wzrostem sity jonowej roztworu soli zgodnie ze wzorem zamieszczonym
ponizej.

logS=p-Ks-1I
S — rozpuszczalno$¢ biatka (liczba gramow substancji rozpuszczonej, przypadajgca w roztworze nasyconym na 100 lub 1 000

g rozpuszczalnika, B — stata charakterystyczna dla danego biatka zalezna od pH i temperatury, K — stata wysalania zalezna
od rodzaju biatka i soli, I — sita jonowa roztworu

Do wysalania biatek stosuje si¢ najczesciej nastgpujace sole: siarczan (VI) amonu, siarczan (VI) sodu
lub magnezu i chlorek sodu. Bardziej skuteczne w wysalaniu biatek sg sole wielowartosciowe, czyli np. siarczan
(V1) amonu, niz sole jednowarto$ciowe, np. NaCl.

Niektore czynniki tj. wysoka temperatura, niektore kwasy organiczne, sole metali cigzkich i niektore
roztwory organiczne mogg takze powodowac¢ wypadanie bialek z roztworu, ale z ich réwnoczesng denaturacja.
W przypadku niektérych z tych czynnikow duze znaczenie w wytracaniu biatka majg tadunek i utrata otoczki
hydratacyjnej.

Kationy metali cigzkich (otdéw, rte¢) moga oddziatywaé z biatkami, gdy te sa anionami, czyli w pH
powyzej pl, tworzac trudno rozpuszczalne sole.

Zakwaszenie roztworu biatka powoduje, ze biatka wystepuja w postaci kationow. Umozliwia to im
oddzialywanie z anionami kwasu. Niektére kwasy organiczne (np. kwas trichlorooctowy) tworza z biatkami
nierozpuszczalne sole i denaturujg je, dzieki czemu znalazty zastosowanie jako czynniki odbiatczajace (rozdziat
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3.9.5). Kwasy mineralne w niewielkich st¢zeniach powoduja wytracanie biatka, natomiast w wyzszych
stezeniach ponownie je rozpuszczaja i niekiedy hydrolizuja.

Zasady nie wytracaja biatek, ale powodujg ich hydrolize (rozdziat 3.14.1) i tlenowy rozktad.

Wytracajace dziatanie rozpuszczalnikow organicznych, np. etanolu lub acetonu, polega na odwadnianiu
przez nie bialek, zmniejszeniu statej dielektrycznej i ostabieniu oddzialywan hydrofobowych. Diugotrwale
dziatanie tych rozpuszczalnikow, zwlaszcza w temp. pokojowej, prowadzi do denaturacji biatek i trwalej utraty
przez nie rozpuszczalnosci.

Wytracanie bialek r6znymi stezeniami soli, alkoholu lub acetonu (w niskich temperaturach) jest jedna
z podstawowych i najprostszych metod wydzielania i frakcjonowania tych zwigzkow (rozdziat 3.9.6, 3.13.6).

3.9.4. Punkt izoelektryczny kazeiny

Zasada metody

Warto$¢ pH roztworu, w ktorym nastgpuje zréwnowazenie tadunkéw dodatnich i ujemnych
na powierzchni biatka, okresla si¢ jako punkt izoelektryczny — pl biatka. W roztworze o pH = pl biatka posiadaja
najmniejsza rozpuszczalnos$é i wytracaja si¢ z roztworu. Obserwacja Stopnia wytracenia si¢ biatka w roztworach
o roznych wartoéciach pH pozwala do$¢ precyzyjnie ustali¢ warto$¢ pl biatka.

W doswiadczeniu tym wykorzystuje si¢ brak rozpuszczalnosci kazeiny w punkcie izolektrycznym.
Odpowiednie pH uzyskuje si¢, zmieniajagc stgzenie kwasu octowego przy stalym stgzeniu octanu sodu. Wartosc
pH poszczegbdlnych roztwordéw oblicza sie z rownania Hendersona—Hasselbalcha:

J
pH =pK,, +log [E'I(v)a]S]

gdzie: pKy, — ujemny logarytm statej dysocjacji kwasu; dla kwasu octowego pKy, = 4,73; w nawiasach kwadratowych
stezenia molowe.

Postepowanie

1. Do 9 probéwek odmierzy¢ podane w tabeli objetosci roztworéw kwasu octowego i wody.

2. Doda¢ kroplami po 1 ml 0,5% roztworu kazeiny w 0,1 M octanie sodu. Po kazdej dodanej kropli wstrzasnac
probowka.

3. Po 30 minutach odczyta¢ wyniki oznaczajac brak zmgtnienia (—) lub rézne stopnie zmetnienia (+, ++, +++).

4. Obliczy¢ pH kazdej proby i podaé wartos¢ punktu izoelektrycznego kazeiny.

nr probowki
roztwor 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0,01 M CH3COOQOH (ml) 0,6 1,3 - - - - _ - _
0,1 M CH3COOH (ml) - - 0,3 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0 -
1,0 M CH3;COOH (ml) - - - - - - _ _ 1,6
woda (ml) 8,4 7,7 8,7 8,5 8,0 7,0 5,0 1,0 7,4
zmetnienie

pH

Materialy i odczynniki
- kwas octowy o stezeniu: 0,01 M, 0,1 Mi 1l M
- 0,5% roztwor kazeiny w 0,1 M octanie sodu
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3.9.5. Wytracanie bialek kwasem chlorowym (VII), sulfosalicylowym i trichlorooctowym

Zasada metody

Aniony kwasu chlorowego (VII) (nadchlorowego), sulfosalicylowego oraz trichlorooctowego moga

tworzy¢ z kationami biatka nierozpuszczalne sole i powodowaé denaturacje wigkszosci biatek. Z tego powodu
kwasy te sa powszechnie wykorzystywanymi czynnikami odbiatczajagcymi, uzywanymi do usuwania biatek
balastowych.

Postepowanie

1.
2.
3.

Do 1 ml 1% roztworu biatka jaja doda¢ rdwna objgtos¢é kwasu nadchlorowego.
Powtorzy¢ doswiadczenie stosujgc kwas sulfosalicylowy i trichlorooctowy.
Zbada¢ rozpuszczalno$é osadow w wodzie i NaOH.

Materialy i odczynniki

1% roztwor biatka jaja kurzego

1,2 M kwas chlorowy (VI1) (nadchlorowy)
0,3 M kwas sulfosalicylowy

10% kwas trichlorooctowy

2 M NaOH

3.9.6. Wysalanie albumin i globulin surowicy krwi

Zasada metody

W surowicy krwi wystepuja dwie grupy biatek: albuminy i globuliny. Albuminy sa biatkami dobrze

rozpuszczalnymi w wodzie i majacymi wigksze powinowactwo do wody. Globuliny sa nierozpuszczalne
w wodzie i tracg wode hydratacyjng juz przy polowicznym nasyceniu roztworu siarczanu (VI) amonu, natomiast
albuminy wysalaja si¢ dopiero przy catkowitym nasyceniu roztworu tg sola.

Proces wysalania biatek szczegétowo omoéwiono w rozdziale 3.9.3.

Postepowanie

1.

4A.

4B.

Do 5 ml surowicy czterokrotnie rozcienczonej 0,9% NaCl doda¢ réwna objeto$¢ nasyconego roztworu
siarczanu (V1) amonu. Po zmieszaniu pozostawi¢ na okres 15 minut. Wytracajacy si¢ osad globulin nalezy
odsaczy¢ lub odwirowac.

Do przesaczu dodawa¢ matymi porcjami rozdrobniony siarczan (VI) amonu w substancji, przy stalym
mieszaniu (najlepiej na mieszadle magnetycznym), tak dlugo az na dnie zlewki pozostang nierozpuszczalne
krysztatki soli. Roztwor stopniowo mgtnieje, co §wiadczy o wytracaniu si¢ albumin. Wytracone albuminy
odsaczy¢ lub odwirowacd.

Przesacz skontrolowaé na obecno$ci biatka 0,3 M kwasem sulfosalicylowym (rozdziat 3.9.5).

Wytracony osad albumin rozpusci¢ w okoto 2 ml wody. Siarczan (VI) amonu obecny w preparacie
uzyskanym tg metodg mozna usuna¢ przez dializ¢ lub saczenie molekularne.

Odsalanie przez dialize: Polowe roztworu albuminy umie$ci¢ w woreczku dializacyjnym, zamkngé
kocherem i zanurzy¢ w zlewce z woda, umieszczonej na mieszadle magnetycznym. W czasie dializy
wymieni¢ kilkakrotnie wod¢ w zlewce i prowadzi¢ proces do zaniku reakcji stragceniowej na obecnos¢
jonow SO,2 z Ba(OH),. Proces dializy oméwiono w rozdziale 3.9.7.

Odsalanie przez saczenie molekularne. Zasad¢ metody oméwiono w rozdziale 3.9.8.

Na kolumne o wymiarach 300 x 15 mm, wypetniong ztozem Sephadex G-15 lub G-25, nanie$¢ ostroznie
(nie naruszajac jej powierzchni) 1 ml roztworu wysolonej albuminy. W momencie nanoszenia zamknaé
wypltyw z kolumny.

Po naniesieniu otworzy¢ wypltyw i po wniknieciu roztworu biatka do zloza delikatnie optukaé $cianki
kolumny woda. Pozostawi¢ nad powierzchnig ztoza 1-2 cm wody i podiaczy¢ zbiornik z eluentem. Elucje
prowadzi¢ z szybkoscia okoto 1 ml/min; zebra¢ 15 frakcji o objetosci 3 ml.

W zebranych frakcjach oznaczy¢ absorbancje przy 280 nm oraz wykonaé reakcj¢ straceniowa na obecno$é
anionow siarczanowych przy pomocy Ba(OH)s.
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d. Frakcje albuminy wolne od soli potaczyé¢, oznaczy¢ ich absorbancje przy 280 nm, a nastgpnie wyliczy¢
stezenie biatka przyjmujac, ze wlasciwy wspotczynnik absorpcji dla alouminy surowicy — a,go wynosi 0,667.
e. Preparat pozostawi¢ do sprawdzenia stopnia czysto$ci w elektroforezie w zelu poliakryloamidowym.

Materialy i odczynniki

- surowica krwi bydlece;j

- 0,9% roztwoér NaCl

- siarczan (VI) amonu w substancji

- nasycony roztwor siarczanu (VI) amonu

- 0,1 M Ba(OH);,

- 0,3 M kwas sulfosalicylowy

- Sephadex G-25 lub G-15

- kolumna szklana o wymiarach 300 x 15 mm

3.9.7. Dializa

Zasada metody

Dializa to dyfuzja niektorych czasteczek i jondow przez blong polprzepuszczalna, rozdzielajaca dwa
roztwory. W laboratoriach biochemicznych jest wykorzystywana do odsalania roztworéw biatek, do wymiany
w roztworze bialka jednego buforu na inny oraz do oddzielenia zwigzkow drobnoczasteczkowych od
makroczasteczek w ptynach ustrojowych. W dializie role sita peini cienka porowata btona polprzepuszczalna
oddzielajaca badany roztwdr od czystego rozpuszczalnika. Jezeli badany roztwdr zawiera dwa sktadniki,
z ktérych jeden ma bardzo duza mase, a drugi mata (np. roztwor albuminy i siarczanu (V1) amonu) to przez pory
w blonie przechodzi¢ bedzie tylko substancja drobnoczasteczkowa, a wiec na drodze dializy bedzie mozna te
dwa zwiazki oddzieli¢. Szybkos¢ procesu dializy zalezy od szeregu czynnikow. Jest ona wprost proporcjonalna
do réznicy stezen, powierzchni btony i wspolczynnika przepuszczalnosci, zaleznego przede wszystkim od
rodzaju uzytej btony, charakteru rozdzielanych zwigzkéw i temperatury.

Postepowanie

1. Do 5 ml surowicy doda¢ po 1 ml roztworu glukozy i NaCl. Wymiesza¢ i umie$ci¢ w worku dializacyjnym.

2. Worek szczelnie zamknaé i zanurzy¢é w wodzie, w zlewce o objetosci 100 ml. Zlewke umiescié
na mieszadle magnetycznym.

3. Oznaczy¢ czas pojawienia si¢ soli i cukru w plynie na zewnatrz worka, pobierajac co 15 minut probki
ze zlewki i wykonujac proby na obecnos¢ biatka, cukry redukujace i jony Cl.

a. Wykrywanie biatek: odczyn biuretowy (rozdziat 0) lub jedna z prob doswiadczenia 3.9.5.

. Wykrywanie cukréw redukujgcych: proba Trommera (rozdziat 5.1.6.1.)

c. Wykrywanie jonéw Cl: do 1 ml badanego roztworu doda¢ kroplami 0,01 M AgNOs; powstanie osadu

$wiadczy o obecnosci jondw chlorkowych.

Materialy i odczynniki

- surowica krwi bydlecej lub wieprzowe;j

- 20% NaCl

- 20% glukoza

- 0,01 M AgNO;

- odczynniki jak do doswiadczen: 3.9.5; 3.10.2; 5.1.6.1

17



3.9.8. Filtracja zelowa zwigzkow rézniacych sie masa czasteczkowg

Zasada metody

Filtracja Zelowa (saczenie molekularne) jest metoda rozdziatu substancji na podstawie roznic
w wielkosci czasteczek. Rozdzial nastepuje podczas przeptywu mieszaniny biatek lub biatka i soli przez
kolumny wypelnione porowatymi ziarnami napgcznialego wielocukru o nazwie Sephadex. Sephadex jest
chemicznie zmodyfikowanym dekstranem. Dzigki zawartosci polarnych grup —OH Sephadex tatwo wigze wode,
tworzac zele, i tak np. okreSlenie Sephadex G-25 oznacza, ze 1 g ztoza wiaze 2,5 g wody, a Sephadex G-200 —
20 g wody. Im wigksza ilo§¢ wody wchtania ztoze, tym wigksze sg pory w siatce przestrzennej zelu, a wige
wicksze czasteczki moga penetrowaé jego wngtrze. Oprocz zt6z dekstranowych (Sephadex) w filtracji zelowe;j
stosuje si¢ m.in. zloza poliakryloamidowe (Bio-Gel), zloza agarozowe (Sepharose) oraz agarozowo-
poliakryloamidowe (Sephacryl).

Na objetos¢ catkowita kolumny wypetnionej nosnikiem — V; sktadaja si¢ tzw. objetos¢ pusta — Vo, czyli
objetos¢ rozpuszczalnika wypelniajacego przestrzenie migdzy ziarnami zelu, objgto$é rozpuszczalnika
zwigzanego z zelem — V; oraz objetos$¢ samego zelu — V.

Vi=Vo+Vi+V,

Podobnie jak w chromatografii podzialowej, rowniez w metodzie saczenia molekularnego mamy do czynienia
z dwoma fazami: fazg ruchoma, ktora stanowi rozpuszczalnik znajdujacy si¢ pomiedzy ziarnami zelu oraz faza
stacjonarng, ktorg jest rozpuszczalnik zwigzany z matryca zelu. Jezeli wspotczynnik podziatu pomigdzy te dwie
fazy oznaczymy Kp, to objeto$¢ rozpuszczalnika konieczng do wyeluowania danej substancji z kolumny, czyli
objetos¢ elucyjng — V., (Scislej objetos¢, przy ktorej dana substancja pojawi si¢ w eluacie w najwickszym
stezeniu), mozna wyliczy¢ ze wzoru:

Ve:V0+KDXVi

Dla substancji nie dyfundujacych do wnetrza zelu, a wiec nieobecnych w fazie stacjonarnej wartos¢
wspolczynnika podzialu Kp = 0, a objetos¢ elucyjna V, = V.
Dla substancji drobnoczasteczkowych, ktore swobodnie dyfunduja do wnetrza zelu, warto$¢ wspotczynnika Kp
= 1, a objetos¢ elucyjna V, = VotV
Oprocz przypadkow, kiedy dany zwigzek jest catkowicie rozpuszczony w fazie stacjonarnej lub w fazie
ruchomej, moga wystepowac¢ zwigzki o masach posrednich, a ich wspdtczynniki podziatu beda przybieraty
warto$ci w przedziale 0-1.

Do odsalania biatek stosuje si¢ najczgsciej ztoza bardzo usieciowane np. Sephadex G-15 lub G-25.
W czasie chromatografii biatko wedruje w przestrzeniach pomiedzy ziarnami i wyptywa z kolumny wcze$niej
od soli, ktéra wnika w pory zelu. W przypadku rozdzialu mieszaniny hemoglobiny i drobnoczasteczkowej czerni
amidowej, hemoglobina pojawi si¢ w wycieku z kolumny wczesniej niz czern amidowa.

WERSJA A — Rozdzial hemoglobiny i czerni amidowej

Przygotowanie zloza

1. 15 g suchego zelu Sephadex G-25 zala¢ 200 ml wody i pozostawi¢ do napegcznienia na kilkanascie godzin.
Proces pecznienia mozna przyspieszy¢ ogrzewajac zawiesing we wrzacej tazni wodnej przez 3 godz.

2. Napecznialy Sephadex doktadnie zdekantowac, a nastgpnie zmieszaé z rowna objetoscig wody.

3. Zawiesing wla¢ jednym ruchem do kolumny napetnionej do 1/5 objetosci wodg. W czasie upakowywania
kolumny zacisk powinien by¢ otwarty. Zel po osadzeniu sic powinien by¢ jednorodny, a nad jego
powierzchnig stale powinna by¢ warstwa ptynu.

4. Kolumng przemy¢ kilkoma objetosciami buforu, w ktérym prowadzi si¢ chromatografig.

Postepowanie
1. Kolumng¢ o wymiarach 300 x 10 mm, wypelniona zelem Sephadex G-25, zréwnowazy¢ 0,025 M buforem
Tris-HCI o pH 8,5.
2. Obnizy¢ poziom ptynu nad powierzchnia zelu do 1-2 mm i nanie$¢ 0,1-0,2 ml mieszaniny hemoglobiny
i czerni amidowej. W buforze o pH 8,5 obie czasteczki natadowane sg ujemnie i nie oddziatujg ze soba.
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3. Po wniknigciu probki do zelu nanies¢ kilka matych porcji buforu w celu sptukania resztek probki
i podtaczy¢ bufor ze zbiornika.

Eluowa¢ z szybkoscia 0,5 ml/min, zbierajac frakcje o objetosci 4 ml.

Zmierzy¢ absorbancje frakcji zawierajacych hemoglobing przy 540 nm, a czerni amidowej przy 620 nm.
Sporzadzi¢ wykres zaleznos$ci absorbancji od objetosci elucyjne;j.

Obliczy¢ wspotczynnik podziatu Ky dla czerni amidowej.

Po usunigciu zelu z kolumny zmierzy¢ objetos¢ catkowita Vi za pomoca wody, zaznaczajac uprzednio
poziom powierzchni zelu.

0 N o GA

WERSJA B - Rozdzial dekstranu blue i dichromianu potasu

Postepowanie

1. Kolumne 0 wymiarach 300 x 10 mm, wypetniong zelem Sephadex G-25, zréwnowazy¢ woda.

2. Obnizy¢ poziom wody nad powierzchnig zelu do 1-2 mm i nanie$¢ 0,1-0,3 ml mieszaniny dichromianu
potasu i dekstranu blue.

3. Po wniknigciu probki do zelu nanie$¢ kilka matych porcji wody w celu sptukania resztek probki i podiaczy¢
wode ze zbiornika.

4. Prowadzi¢ elucje z szybkosciag 0,5 ml/min.

5. Zaobserwowac rozdziat i kolejno$¢ wyptywu z kolumny zwiagzkéw obecnych w mieszaninie.

Materialy i odczynniki

- Sephadex G-25 medium

- 0,025 M bufor Tris-HCI, pH 8,5

- mieszanina hemoglobiny i czerni amidowej (1 mg hemoglobiny i 0,5 mg czerni amidowej rozpusci¢ w 1 ml
0,025 M Tris-HCI, pH 8,5)

- mieszanina dichromianu potasu i dekstranu blue (2 mg dichromianu potasu i 2 mg dekstranu blue rozpusci¢
w 1 ml wody)

3.10. METODY OZNACZANIA STEZENIA BIALKA

Znanych jest bardzo wiele metod iloSciowego oznaczania bialek, réznigcych si¢ czuloscia
i wykorzystujacych takie wlasciwosci tej grupy zwigzkow jak: zawartos¢ azotu, zdolno$¢ do absorpcji $wiatla
w zakresie UV, tworzenie chemicznych pochodnych oraz wigzanie barwnikow. Spektrofotometryczne
i kolorymetryczne oznaczanie stgzenia bialek opiera si¢ na prawie Lamberta-Beera, zgodnie z ktorym
absorbancja §wiatta monochromatycznego przez roztwor danego zwigzku jest wprost proporcjonalna do jego
stezenia 1 grubosci warstwy roztworu:

A=k-c-1,

gdzie: A —absorbancja, k — wspotczynnik absorpcji, ¢ — stezenie, 1 — grubo$¢ warstwy.

Wspotczynnik absorpcji ma charakterystyczng stata warto§¢ dla kazdej substancji przy statej dlugosci
fali §wiatla. Miano oraz warto§¢ tego wspotczynnika zaleza od jednostek, w jakich wyrazone jest stezenie.
Najczgsciej poshugujemy sie wspotczynnikiem molowym (g) 1 wlasciwym (a) absorpcji.

Molowy wspolczynnik absorpcji (g) jest liczbowo réwny absorbancji roztworu o stezeniu 1 mol/l
i grubo$ci warstwy 1 cm. Natomiast wspélczynnik wlasciwy (a) liczbowo rowna si¢ absorbancji roztworu
o stezeniu 1g/l i grubo$ci warstwy 1 cm.

Znajac molowy wspotczynnik absorpcji (¢) i mas¢ molowa zwiazku (M), mozemy obliczy¢ wspotczynnik
wiasciwy absorpcji (a):
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3.10.1 Metody spektrofotometryczne

Pace C.N., Vajdos F., Fee L., Grimsley G., Gray T. (1995) Protein Sci. 4, 2411-2423.
Whitaker J.R., Granum P.E. (1980) Anal. Biochem. 109, 156-159.

Wolf P. (1983) Anal. Biochem. 129, 145-155.

Pomiar absorbancji w ultrafiolecie jest prosta, szybka i nieniszczaca bialek metoda okreslania ich
stezenia. Obecno$¢ w biatkach aminokwaséw aromatycznych (glownie tryptofanu i tyrozyny, w znacznie
mniejszym stopniu fenyloalaniny) oraz cystyny (wigzanie disiarczkowe) jest przyczyng absorbowania przez nie
$wiatla w tzw. bliskim zakresie ultrafioletu (280 nm).

Dla kazdego czystego bialka mozna eksperymentalnie wyznaczy¢ indywidualny wspotczynnik
absorpcji, ktory moze stuzy¢ do okre$lenia stezenia danego biatka w roztworze. W praktyce laboratoryjnej
czesto stosuje si¢ wagowy wspoélezynnik absorpceji, bedacy odwrotnoscia wlasciwego wspotczynnika absorpcji
(2280). Absorbancja roztworu danego biatka w 280 nm pomnozona przez wspotczynnik wagowy daje stezenie
biatka w mg/ml, np. dla albuminy bydlecej warto$¢ asg, wynosi 0,667 1/g-cm, zatem wagowy wspotczynnik
wynosi 1,5.

Molowy wspotczynnik absorpcji  (€), mozna réwniez obliczy¢ (z duzym przyblizeniem
do wyznaczonego eksperymentalnie) ze skladu aminokwasowego danego biatka wg wzoru zamieszczonego
ponizej.

€280 [M~cm™] = n(Trp) - 5500 + n(Tyr) - 1490 + n(Cys—Cys) - 125,

gdzie: n — ilo$¢ reszt odpowiednich aminokwasow

We wzorze nie uwzglgdniono ilo$ci reszt fenyloalaniny, poniewaz jej wplyw na warto$¢ tego wspotczynnika jest
znikomy (Tab. 2.3).
Warto$¢ wspotczynnika whasciwego mozna wyliczy¢ dzielac prawa strong rownania przez mas¢ molowsa:

n(Trp) - 5500 + n(Tyr) - 1490 + n(Cys-Cys) - 125

a =
280 M

W mieszaninie roznych biatek ich przyblizone stezenie ¢ moze by¢ wyliczone na podstawie pomiaru absorbancji
roztworow przy wskazanych dlugosciach fali ze wzoréw podanych ponizej.

¢ bialtka [mg/ml] = (A5 — Agg) / 2,51
C bialka [p,g/ml] = (A215 - A225) x 144

Powyzsze wzory nie maja zastosowania do bialek barwnych, bowiem wystgpujace w nich chromofory
zwykle intensywnie absorbujg §wiatlo w szerokim zakresie UV, uniemozliwiajac pomiar pochtaniania przez
sktadowe tancucha polipeptydowego.

3.10.1.1 Molowy i wlasciwy wspolczynnik absorpcji alouminy surowicy bydlece;j

Albumina z surowicy krwi bydlecej (BSA, ang. Bovine Serum Albumin) jest biatkiem o masie molowej
66 400 Da, zawierajacym 20 reszt tyrozyny, 2 reszty tryptofanu i 35 reszt cysteiny (17 wigzan disiarczkowych).
Wyznaczony eksperymentalnie wlasciwy wspotczynnik absorpcji (a,g0) tego biatka wynosi 0,667 1/g-cm.

Postepowanie

1. W oparciu o podane powyzej informacje na temat sktadu aminokwasowego i masy molowej BSA, obliczy¢
teoretyczne wartosci:

a) molowego wspotczynnika absorpcji (€2g0),

b) wiasciwego wspotczynnika absorpcji (azgp).

2. Znajac warto$¢ wyznaczonego eksperymentalnie wilasciwego wspotczynnika absorpcji dla BSA, obliczy¢
molowy wspdtczynnik absorpcji (e,g) dla tego biatka.

3. Wyjasni¢ ewentualne rozbiezno$ci pomiedzy warto$ciami odpowiednich wspotczynnikéw wyznaczonych
eksperymentalnie i na podstawie obliczen teoretycznych.
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3.10.1.2 Wyznaczanie stezenia albuminy surowicy bydlecej metoda spektrofotometryczna

Zasada metody

Znajomo$¢ wspolczynnikow absorpcji umozliwia tatwe obliczenie st¢zenia roztworu czystego biatka na
podstawie pomiaru jego absorbancji przy 280 nm. Wtasciwy wspotczynnik absorpcji (azg) dla BSA wynosi
0,667 I/g-cm.

Postepowanie

1. Zmierzy¢ absorbancj¢ roztworu BSA o nieznanym st¢zeniu wzgledem 0,9% NaCl. Jesli absorbancja
roztworu jest zbyt wysoka (A,go > 1), roztwor rozcienczy¢ 0,9% roztworem NaCl.

2. Podaé stgzenie roztworu BSA wyrazone w mg/ml, w postaci stezenia procentowego oraz molowego.

Materialy i odczynniki
- roztwor albuminy bydlecej w 0,9% roztworze NaCl
- 0,9% roztwér NaCl

3.10.2 Odczyn barwny wiazania peptydowego — reakcja biuretowa

Zasada metody

Atomy azotu wigzan peptydowych (-NH-CO-) w $rodowisku zasadowym oddziatuja z jonami Cu®*,

tworzac barwny, niebiesko-fiotkowy kompleks (Rys. 3.7). Warunkiem pozytywnego odczynu jest obecnosé
co najmniej dwoch grup —-NH-CO-—.
W czasie reakcji biuretowej dodatkowo zachodzi redukcja jonow Cu?* do Cu* przez wiazania peptydowe, reszty
tyrozyny, tryptofanu, cystyny i cysteiny w stopniu proporcjonalnym do st¢zenia biatka. Zjawisko to znalazto
zastosowanie w opracowaniu bardziej czutych metod oznaczania biatka (metoda Lowry ego (rozdzial 3.10.4)
i metoda Smitha (0.).

Poza wigzaniami peptydowymi dodatni odczyn biuretowy moga dawac zwigzki zawierajace inne grupy
chemiczne (Rys. 3.8). Najprostszymi zwigzkami dajacymi dodatni odczyn biuretowy sa: oksamid, biuret
(dwumocznik) i trojpeptyd (Rys. 3.9).

Reakcja biuretowa jest podstawg iloSciowego oznaczania bialek w metodzie biuretowej
i mikrobiuretowej.

Oznaczanie bialka ta metoda moze utrudnia¢ siarczan (VI) magnezu, poniewaz w $rodowisku
zasadowym powstaje nierozpuszczalny wodorotlenek magnezu, maskujacy zabarwienie prob, jak rowniez sole
amonowe, gdyz tworza one barwne kompleksy z jonami miedzi.

THR THR

0=C__ _C=0
/N\ N-

RHC .~ CHR

Cu

o:c\\N,/’ AN N//c:o
/ AN

RHC CHR

Rys. 3.7 Kompleks miedzi 7 wigzaniami peptydowymi w biatkach
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Rys. 3.9 Najprostsze zwigzki kompleksujgce jony Cu®* w odczynie biuretowym

Postepowanie

1. W probowce umiesci¢ nieco mocznika, stopi¢ go nad matym ptomieniem i pozostawi¢ do skrzepniecia.

2. Otrzymany dimocznik rozpusci¢ w 1 ml 2 M NaOH i doda¢ kroplami 0,1% roztwér CuSO,. Powstaje barwa
rézowa.

3. Wykona¢ test na roztworach albuminy, kazeiny i zelatyny, dodajac do 1 ml roztworu biatka 1 ml 2 M NaOH
i kroplami 0,1% roztwér CuSO,4 — w ciagu kilku minut w temp. pokojowej nastapi zmiana barwy roztworu.

Materialy i odczynniki
- mocznik w substancji
- 0,5% roztwory albuminy jaja, kazeiny i zelatyny
- 2MNaOH
0,1% CuSO,

3.10.3 Metoda biuretowa oznaczania ilosci biatka

Gornal A.G., Bardawill C.S., Dawid M.M. (1949) J. Biol. Chem. 177, 751-766.
Zasada metody zostala przedstawiona w rozdziale 0.

Zakres metody: 110 mg biatka

Wykonanie krzywej kalibracyjnej

1. Z roztworu standardowego przygotowaé proby o objgtosci 1 ml (roztwdr rozciencza¢ 0,9% NaCl),
zawierajace 1-10 mg biatka. Jako probe odczynnikowa przygotowaé 1 ml 0,9% NaCl.

2. Doda¢ 4 ml odczynnika miedziowego. Wymieszac i pozostawi¢ na 30 minut w temp. pokojowej.

3. Odczyta¢ absorbancje przy 540 lub 650 nm wobec proby odczynnikowe;.

4. Wrykresli¢ zalezno$¢ absorbancji od ilosci biatka w probie.

Postepowanie

1. Do proby zawierajacej 1-10 mg biatka w objetosci 1 ml doda¢ 4 ml odczynnika miedziowego.

2. Wymieszac i pozostawi¢ na 30 minut w temp. pokojowe;j.

3. Odczyta¢ absorbancj¢ przy 540 lub 650 nm wobec proby odczynnikowej, zawierajacej 1 ml 0,9% NacCl
zamiast roztworu biatka.

4. Poshlugujac si¢ krzywa standardowa wyliczy¢ stezenie biatka w probie.
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Materialy i odczynniki

- odczynnik miedziowy: w 500 ml wody rozpusci¢ 1,5 g CuSO4 x 5 H,0 i 6 g winianu sodowo-potasowego —
NaKC4H;0¢ x H,O; wolno, ciggle mieszajac, doda¢ 300 ml 10% NaOH wolnego od weglanoéw 1 2 g KIJ;
uzupetni¢ do litra woda destylowana (jodek potasowy chroni jony miedzi przed autoredukcja)

- standardowy roztwor bialek: 1% roztwor bialek surowicy w 30% moczniku lub 1% roztwor BSA w 0,9%
NaCl

- 0,9% NaCl

3.10.3.1 Mikrobiuretowa metoda oznaczania ilo$ci bialka
Goa J. (1953) Scand. J. Clin. Lab. Invest. 5, 218-222.

Zasada metody zostala przedstawiona w rozdziale 0.
Zakres metody: 0,11 mg biatka

Wykonanie krzywej kalibracyjnej

1. Do probéwek odmierzy¢ kolejno 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 1 1,0 ml standardu. Kazda probe uzupetnic¢ do 2 ml
3% NaOH, a nast¢pnie doda¢ 0,1 ml odczynnika Benedicta.

2. Proby doktadnie wymiesza¢ i po 15 minutach odczyta¢ absorbancje przy A = 330 nm wobec proby Slepej
zawierajacej 2 ml 3% NaOH i 0,1 ml odczynnika Benedicta.

3. Wykresli¢ zalezno$¢ Az od ilosci biatka w probie.

Postgpowanie

1. Probeg zawierajaca 0,1-1 mg biatka uzupetnic¢ do 2 ml 3% NaOH i doda¢ 0,1 ml odczynnika Benedicta.

2. Zmiesza¢ i po 15 minutach odczyta¢ absorbancj¢ przy diugosci fali 330 nm. Z krzywej kalibracyjnej
odczytac ilos¢ biatka w probie.

Materialy i odezynniki

- odczynnik Benedicta: 100 g bezwodnego weglanu sodu rozpusci¢c w 600 ml goracej wody; doda¢ 200 g
cytrynianu sodu (NasCgHsO; x 12 H,0) i 125 g tiocyjanianu potasu (rodanku potasu); ogrzewaé do
rozpuszczenia; przesaczyé, jezeli potrzeba, ozigbi¢ 1 wla¢ do litrowej kolby miarowej; doda¢ stopniowo,
matymi porcjami ciagle mieszajac, roztwor siarczanu (VI) miedzi (II) (doktadnie 18,0 g w 100 ml),
nastepnie 5 ml 5% heksacyjanozelazian (I1) potasu; dopetni¢ wodg do litra

- 3% NaOH bez weglanéw: sporzadzi¢ z oleju NaOH (olej wodorotlenku sodu wykonuje si¢ nastepujgco:
w parownicy porcelanowej rozpusci¢ w 100 ml wody 110 g NaOH;
Uwaga! Mieszanina silnie nagrzewa si¢; po rozpuszczeniu wla¢ do butelki i szczelnie zamkna¢ korkiem
gumowym; po paru dniach osadzaja si¢ na dnie wegglany nierozpuszczalne w stezonym tugu; plyn znad
osadu jest ok. 50% roztworem NaOH (ok. 12,5 N) wolnym od weglanow; 3% roztwor NaOH nalezy
przygotowywac na §wiezo, gdyz dluzsze przechowywanie powoduje gromadzenie si¢ weglanow

- 0,1% roztwor albuminy surowicy bydlecej w 3% NaOH jako standard: st¢zenie albuminy mozna oznaczy¢
spektrofotometrycznie, wykorzystujac wlasciwy wspotczynnik absorbancji — 8,50 = 0,667;
Uwaga! Albuming do pomiaru spektrofotometrycznego nalezy rozpusci¢ w 0,9% NaCl lub wodzie,
a nastgpnie do wlasciwego stezenia rozcienczy¢ roztworem NaOH.

3.10.4 Kolorymetryczne oznaczanie bialka metoda Lowry’ego
Lowry J.0O., Rosebrough N.J., Farr A.L., Randal R.J (1951) J. Biol. Chem. 193, 265-275.

Zasada metody
W metodzie tej wykorzystuje si¢ czulg reakcjeg, jaka wykazuja wigzania peptydowe oraz aminokwasy
aromatyczne z odczynnikiem Folina-Ciocalteu. Reakcja przebiega w dwoch etapach:
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1. jony miedzi przylaczaja si¢ do wigzan peptydowych, co w konsekwencji prowadzi do reakcji biuretowej,
2. kwas fosfowolframowy 1 fosfomolibdenowy ulegaja redukcji do odpowiednich tlenkow przez
skompleksowang miedz oraz reszty tyrozyny i tryptofanu.

Fenole a takze puryny, pirymidyny oraz kwas moczowy reaguja z odczynnikiem Folina-Ciocalteu,
zwigkszajac natezenie barwy. Siarczan (VI) cynku oraz siarczan (VI) amonu, kwas trichlorooctwy (TCA),
HCIO,4, Ba(OH),, aceton, etanol i eter obnizaja intensywno$¢ barwy.

Redukcja kwasu fosfomolibdenowego do tlenkoéw zachodzi szybko w pH okoto 10. Przy tej wartosci pH kwas
fosfomolibdenowy jest nietrwaly. Aby zapobiec jego rozkltadowi po dodaniu odczynnika Folina badang probe
nalezy natychmiast zmieszac.

Zakres metody: 10—100 ug biatka

Postepowanie

1. Do probéwki odmierzy¢ 200 pl roztworu zawierajacego 10-100 pg biatka i doda¢ 2 ml odczynnika D.
Zmieszaé, pozostawi¢ na 30 minut w temp. pokojowe;j.

2. Nastepnie szybko doda¢ 200 pl 1 N odczynnika Folina-Ciocalteu i zamieszac.

3. Po 30 minutach odczyta¢ absorbancje przy dtugosci fali 750 nm wobec proby $lepej odczynnikoweyj.

Materialy i odczynniki

- odczynnik A: 2% Na,CO; w 0,1 M NaOH

- odczynnik B: 0,5% CuSQO,4 x 5 H,0O

- odczynnik C: 1% winian sodu

- odczynnik D: przed uzyciem zmiesza¢ ze sobg 0,5 ml odczynnika B z 0,5 ml odczynnika C, do tej
mieszaniny doda¢ 49 ml odczynnika A (nalezy to zrobi¢ okoto 30 minut przed oznaczeniem)

- odczynnik Folina-Ciocalteu: w okraglodennej kolbie ze szlifem umiesci¢ 25 g wolframianu sodowego
(Na,WO, x 2 H,0), 6,25 g molibdenianu sodowego (Na,M0QO, x 2 H,0), 12,5 ml 85% kwasu fosforowego,
25 ml stezonego kwasu solnego i 175 ml H,0; kolbe umiesci¢ pod chtodnic¢ zwrotng i gotowac 10 godz.;
nastepnie doda¢ 37,5 g siarczanu (VI) litu, 15 ml wody i krople bromu; oziebi¢ 1 uzupetni¢ woda do 250 ml
i przesaczy¢; odczynnik nie powinien mie¢ barwy zielonej; przechowywaé w ciemnej butelce i chronié¢
przed zanieczyszczeniem zwigzkami organicznymi; odczynnik zanieczyszczony po rozcienczeniu
i zalkalizowaniu staje si¢ niebieski; do uzytku rozcienczy¢ woda dwukrotnie, tak aby w odniesieniu do
kwasu byl roztworem 1 N (sprawdzi¢ przez miareczkowanie 1 M NaOH wobec fenoloftaleiny)

- standardowy roztwor biatka: 1% roztwor biatek surowicy lub stabo zasadowy roztwodr krystalicznej
albuminy bydlecej; roztwor standardowy rozcienczy¢ 0,9% roztworem NaCl tak, aby zawieral wymagang
ilo$¢ biatka w probie

3.10.5 Kolorymetryczne oznaczanie bialka metoda Bradforda
Bradford M.M. (1976) Anal. Biochem. 72, 248-250.

Zasada metody

Biekit brylantynowy (Coomassie Brilliant Blue G-250) wiaze si¢ z biatkami za pomocg wigzan
jonowych i hydrofobowych, reagujac glownie z resztami Arg oraz w mniejszym stopniu z resztami His, Lys,
Tyr, Trp i Phe. Barwnik ten w $rodowisku kwasowym ma zabarwienie brunatne, natomiast jego kompleks
z biatkiem — niebieskie (nastgpuje przesuni¢cie maksimum absorpcji z 465 nm do 595 nm). Natezenie barwy jest
proporcjonalne do stezenia biatka w roztworze.

Zakres metody: 1-10 ug
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Wykonanie krzywej kalibracyjnej

1. Przygotowac roztwor standardowy BSA o stezeniu 0,05 mg/ml: oznaczyé spektrofotometrycznie stezenie
otrzymanego wyj$ciowego roztworu BSA (whasciwy wspotczynnik absorpcji dla BSA wynosi ayg = 0,667).
Wyjsciowy roztwor BSA rozcienczy¢ 0,9% NaCl do uzyskania zadanego st¢zenia.

2. Do wyznaczenia krzywej standardowej przygotowal proby zawierajace: 1, 2, 4, 6, 8 i 10 pg BSA
W objetosci 0,5 ml. Standardowy roztwor bialka rozcienczaé¢ 0,9% NaCl.

Postepowanie

1. Do prob zawierajacych 1-10 ug biatka w objetosci 0,5 ml doda¢ 0,5 ml odczynnika Bradforda.
2. Proby wymieszaé i inkubowaé 5 minut w temp. pokojowe;j.

3. Odczyta¢ absorbancje prob badanych i proby $lepej wobec wody przy A= 595 nm.

4. Od warto$ci absorbancji prob badanych odja¢ wartos¢ absorbancji proby $lepe;.

Materialy i odczynniki

- odczynnik Bradforda: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 rozpusci¢ w 50 ml 95% etanolu, doda¢ 100
ml 85% kwasu fosforowego i nastgpnego dnia, po calkowitym rozpuszczeniu barwnika, uzupehi¢ do 1 litra
zimng woda

- standardowy roztwor biatka: BSA o stezeniu 0,05 mg/ml

3.10.6 Metoda Smitha z wykorzystaniem kwasu bicinchoninowego (BCA)

Smith P.K., Krohn R.I., Hermanson G.T., Mallia A.K., Gartner F.H., Provenzano M.D., Fujimoto E.K., Goeke
N.M., Olson B.J., Klenk D.C.(1985) Anal. Biochem. 150, 76-85.

Zasada metody

Metoda ta jest analogiczna do metody Lowry’ego. Zasadniczg rdznica jest zastapienie odczynnika
Folina-Ciocalteu przez kwas bicinchoninowy (BCA). W warunkach zasadowych biatka redukuja Cu®* do Cu*
w stopniu proporcjonalnym do stezenia. BCA jest wysoko specyficznym chromogennym reagentem w stosunku
do jonéw Cu’, tworzac znimi fioletowy kompleks o maksimum absorbancji przy 562 nm. Warto$¢ tej
absorbancji jest wprost proporcjonalna do st¢zenia biatka.

Zakres metody
Czutos¢ metody zalezna jest od temperatury i czasu inkubacji i wynosi 2—20 pg lub 10-50 pg.

Postepowanie

Zakres metody: 2-20 pg

1. Do sporzadzenia krzywej standardowej przygotowac proby zawierajace 2—20 pg biatka w objetosci 50 pl
W takiej samej objetosci przygotowaé proby badane.

Do probowek doda¢ 1 ml odczynnika A + B i zamieszac.

Proby inkubowac¢ 30 minut w temp. 60°C.

Schtodzi¢ proby do temp. pokojowej i odczytac ich absorbancje przy 562 nm.

. Wykresli¢ krzywa standardowa i odczytac z niej stgzenie biatka w badanych prébach.

Zakres metody 10-50 pg

1. Do sporzadzenia krzywej standardowej przygotowaé proby zawierajace 10-50 pg biatka w objetosci 50 pl.
W takiej samej objetosci przygotowaé proby badane.

Do probowek doda¢ 1 ml odezynnika A + B i zamieszac.

Proby inkubowac¢ 30 minut w temp. 37°C.

Schiodzi¢ préby do temp. pokojowej 1 odczyta¢ ich absorbancj¢ przy 562 nm.

Wykresli¢ krzywg standardowg i odczytaé z niej stezenia biatka w badanych probach.

a ke

a ko
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Uwagi

Metoda BCA jest bardziej dogodna od metody Lowry’ego, gdyz BCA jest stosunkowo stabilny
w warunkach zasadowych, co pozwala na potaczenie go z odczynnikiem miedziowym i w konsekwencji
uzyskanie prostej jednostopniowej procedury.

Temperatura i czas inkubacji moga by¢ zmieniane w zalezno$ci od potrzeb. Inkubacja w temp. 60°C
daje wyzsza czuto$¢ metody. Prawdopodobnie jest to efekt wigkszej reaktywnosci wigzan peptydowych
z odczynnikiem miedziowym w wyzszych temperaturach.

Oznaczenia metoda BCA mozna przeprowadzi¢c w obecnoSci 1% detergentow uzywanych do
solubilizacji biatek (Triton X-100, SDS, Brij 35, Lubrol, CHAPS, CHAPSO, oktyloglukozyd), jak i czynnikow
denaturujacych (4 M chlorowodorek guanidyny, 3 M mocznik). W oznaczeniu przeszkadza obecnos$¢ cukrow
redukujgcych, czynnikow chelatujacych (np. EDTA), buforéw zmieniajacych pH odczynnikow.

Materialy i odczynniki

- odczynnik A (roztwor BCA): 1 g soli sodowej BCA, 2 g Na,COg, 0,16 g winianu sodu, 0,4 g NaOH i 0,95 g
NaHCO; rozpusci¢ i uzupetni¢ wodg bidestylowang do 100 ml; doprowadzi¢ do pH 11,25 za pomoca 10 M
NaOH; odczynnik A jest stabilny w temp. pokojowej

- odczynnik B: 4% (w/v) roztwor CuSO, x5 H,O: nawazke 2 g CuSO, x5 H,O rozpusci¢c w wodzie
bidestylowanej i doprowadzi¢ do objgtosci 50 ml; odczynnik B jest stabilny w temp. pokojowe;j

- odczynnik A + B: przed uzyciem nalezy je zmiesza¢ w proporcji objetosciowej A : B =50:1 (np. 10 ml A +
0,20 ml B); roztwér A + B jest stabilny przez ok. tydzien (powinien mie¢ zielony kolor)

- standardowy roztwor biatka (BSA) o stezeniu 1 mg/ml i 0,2 mg/ml

3.10.7 Mikrometoda taninowa
Mejbaum-Katzenellenbogen W. (1955) Acta Biochim. Polon. 2, 279-294.

Zasada metody

Kwas taninowy (pentadigalloiloglukoza, tanina chifiska) (Rys. 3.10) reaguje z biatkami i polipeptydami,
tworzagc wigzania wodorowe pomigdzy grupami karbonylowymi —CO wigzan peptydowych a grupami
hydroksylowymi reszt kwasu gallusowego w wyniku czego powstaja nierozpuszczalne w wodzie kompleksy.
Biatka w zakresie stgzen 10-100 pg/ml daja delikatng zawiesing, ktorej zmetnienie w $rodowisku silnie
kwasnym w obecnos$ci fenolu po 10 minutach inkubacji w 30°C jest proporcjonalne do st¢zenia biatka. Mata
swoisto$¢ taniny wobec biatek sprawia, ze réwnoprocentowe roztwory réznych bialek dajg jednakowe
zmetnienie.

CH,OR
0

rROPR /OR
OR

tanina chinska
a-D-pentadwugalloiloglukoza

OH OH

OH OH
R - reszta kwasu gallusowego

Rys. 3.10 Wzor taniny
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Postepowanie

Zakres metody 10-100 pg

1. Do probéwki odmierzy¢ 1 ml roztworu zawierajacego 10—100 pg biatka i wstawi¢ do tazni wodnej o temp.
30°C.

2. Po wyréwnaniu temperatur do roztworu doda¢, mieszajac, 1 ml klarownego i ogrzanego do tej samej
temperatury odczynnika taninowego.

3. Dokfadnie po 10 minutach doda¢ 2 ml 0,1% roztworu gumy arabskiej, zmiesza¢, ochtodzi¢ do temp.
pokojowej i odczytaé absorbancj¢ wzgledem proby odczynnikowej przy 630—-670 nm.

4. Stezenie biatka w probie odczytaé z krzywej wzorcowej wykonanej dla zelatyny lub innego bialka.

Materialy i odczynniki

- odczynnik taninowy: do kolby stozkowej o pojemnosci 500 ml odmierzy¢ 98 ml 1 M HCI, ogrza¢ do 80°C
i doda¢ 2 ml rowniez ogrzanego fenolu (trucizna, nie pipetowa¢ ustami!); kolbe stozkowa umiesci¢ we
wrzacej tazni wodnej i po rozpuszezeniu si¢ fenolu doda¢ 10 g taniny, zamiesza¢; po 15 minutach wyjac
z tazni i pozostawi¢ do wystygnigcia; uzupetni¢ woda do 100 ml; przed uzyciem przesaczy¢; odczynnik
trwaly kilka tygodni

- roztwor 0,1% gumy arabskiej: do zlewki o pojemnosci 200 ml wsypaé 1 g sproszkowanej gumy arabskiej,
dodaé¢ ok. 10 ml wody i pozostawi¢ do napgcznienia; dolewajac matymi porcjami wode mieszaé¢ do
catkowitego rozpuszczenia i uzupeli¢ do 100 ml; otrzymany 1% roztwor zabezpieczy¢ krysztatkiem
tymolu, a do uzytku sporzadzac 0,1% roztwor

- standardowy roztwor zelatyny: do 100 mg wysuszonej w eksykatorze prozniowym nad P,Os Zelatyny dodac
ok. 5 ml wody; po napecznieniu doda¢ 50 ml wody i ogrzaé na tazni wodnej do catkowitego rozpuszczenia;
ostudzi¢ i uzupeti¢ w kolbie miarowej do 100 ml; do sporzadzenia krzywej standardowej roztwor biatka
standardowego rozcienczy¢ tak, by w 1 ml znajdowato si¢ 20, 40, 60, 80 i 100 ug biatka.

3.11. ELEKTROFOREZA W ZELU POLIAKRYLOAMIDOWYM

Elektroforeza jest powszechnie stosowang metoda rozdziatu i analizy zwigzkow koloidalnych. Jej istota
jest ruch czasteczek obdarzonych tadunkiem elektrycznym w kierunku elektrody o tadunku przeciwnym niz jej
wiasny. Podstawa rozdziatu jest roznica w ruchliwosci, z jaka jony poruszaja si¢ w polu elektrycznym.

Szybkos$¢ wedrowki (v) biatka lub innej makroczasteczki w polu elektrycznym zalezy od natgzenia
pola elektrycznego (E), od wypadkowego tadunku czasteczki biatka (z) i wspotczynnika tarcia (f):

E-z
V= ——
f

Wspotczynnik tarcia (f) zalezy od wielkosci i ksztattu czasteczki migrujacej oraz lepkosci srodowiska (). Dla
czasteczki kulistej o promieniu r:

f=6nnr

Ponadto szybko$¢ wedrowki zalezy od sity jonowej elektrolitu, pH i temperatury.
Metody elektroforetyczne okazaly sie szczegOlnie przydatne w biochemii do rozdzialu zwigzkow
makroczasteczkowych, a w szczegélnosci biatek. Ladunek elektryczny czasteczki biatkowej zalezy od pH
roztworu i jest zwigzany z obecnos$cig w taficuchach bocznych niektorych reszt aminokwasowych grup zdolnych
do jonizacji. W pH = pl wypadkowy tadunek elektryczny biatka rowny jest zero (biatko nie wedruje w polu
elektrycznym), w pH < pI wypadkowy tadunek jest dodatni (czgsteczki wedrujg w kierunku katody), a w pH > pl
— uyjemny (czasteczki wedruja w kierunku anody). Zatem znajomos$¢ punktu izoelektrycznego biatek pozwala
przewidzie¢ kierunek ich migracji podczas elektroforezy w danym pH.

Jako nos$niki w elektroforezie stosuje si¢ substancje o strukturze kapilarnej, porowatej lub zele. Moze to
by¢ odpowiednio przygotowana bibuta (obecnie rzadko stosowana ze wzglgdu na matg zdolno$¢ rozdzielcza),
folia acetylocelulozowa, zel skrobiowy, agarozowy lub Zel poliakryloamidowy.
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Nosnik powinien by¢ przede wszystkim elektrycznie obojetny, niereaktywny chemicznie i porowaty,
co zapewnia odpowiednio szybki przeptyw elektrolitu irozdzielanej substancji. Zastosowanie zelu
w elektroforezie poprawia jako§¢ rozdziatu, poniewaz ten rodzaj nosnika peini dodatkowo funkcje sita
molekularnego, zwigkszajac rozdzielczo$¢, oraz tlumi prady konwekcyjne wytwarzane przez male gradienty
temperatury.

Najpowszechniej stosowana elektroforeza w zelu poliakryloamidowym jest technika odznaczajaca si¢

doskonala rozdzielczoscia, dzigki bardzo matej adsorpcji, niskiej elektroosmozie oraz dodatkowo efektowi
przesiewania molekularnego”. Role¢ sita petni sie¢ spolimeryzowanego akryloamidu, w ktorej wielko$¢ oczek
zalezy od rodzaju i sposobu przygotowania zelu.
Zel poliakryloamidowy uzyskuje si¢ droga polimeryzacji monomeru akryloamidu NH,—CO-CH=CH,
z  sieciujacym  ko-monomerem — N,N,-metylenobisakryloamidem  CH,;(NH-CO-CH=CH,),.  Reakcja
polimeryzacji zapoczatkowana jest przez uktad inicjator — katalizator, ktéorymi najczgsciej sa: diamonu
nadtlenodisiarczan ~ (nadsiarczan  amon) 1  trzeciorzgdowa amina - TEMED  (N,N,N’,N’-
tetrametyloetylenodiamina). Usieciowanie zelu mozna regulowa¢ zmieniajac stezenie bisakryloamidu (czynnik
sieciujacy) i akryloamidu, np. 7,5% zel poliakryloamidowy charakteryzuje si¢ $rednig wielkoScia por okoto
5 nm, 30% — okoto 2 nm. Elektroforez¢ biatek mozna prowadzi¢ w warunkach natywnych (z zachowaniem
aktywnosci biologicznej rozdzielanych zwiazkow), gdzie rozdziat zachodzi glownie ze wzgledu na tadunek
(rozdziat 0.) albo w warunkach denaturujacych w obecnosci SDS i B-merkaptoetanolu (albo ditiotreitolu), gdzie
rozdzial czasteczek bialka optaszczonych przez SDS, nadajacy biatku tadunek ujemny, zachodzi
ze wzgledu na mase czasteczkowa rozdzielanych zwigzkow (rozdziat 0.). Metody elektroforetyczne
wykorzystuje si¢ zarowno do celow analitycznych (w tym oceny jednorodno$ci preparatow)
jak i preparatywnych.

3.11.1 Elektroforeza natywna

3.11.1.1 Rozdzial bialek surowicy krwi w elektroforezie wedlug Davisa
Davis B. J. (1964) Ann. N.Y. Acad. Sci. U.S.A. 121, 404-427.

Krew jest ptynng tkankg zawierajaca elementy morfotyczne (krwinki czerwone, krwinki biate i ptytki
krwi) zawieszone w czegsci ptynnej, zwanej osoczem lub plazma.

W celu uzyskania surowicy pobrang krew pozostawia si¢ w na kilkadziesigt minut temp. pokojowej lub
w 37°C. W wyniku szeregu reakcji enzymatycznych zachodzacych przy udziale aktywatorow i jondw wapnia
biatko krwi — fibrynogen ulega przemianie w fibryng. Fibryna polimeryzuje, tworzac trojwymiarowa siec,
w ktorej zamkniete sg elementy morfotyczne i surowica. Po uptywie kilkunastu minut zel fibrynowy kurczy sig,
a surowica jest wyciskana na zewnatrz. Nalezy ja oddzieli¢ przez wirowanie.

Proces krzepnigcia mozna zahamowaé przez dodanie do krwi zwigzkdw wiazacych wapn (np. heparyna,
cytrynian sodu). Po odwirowaniu elementow morfotycznych uzyskuje si¢ osocze, ktére w odrdznieniu
od surowicy zawiera fibrynogen.

Surowica krwi zawiera 6-8% biatka. Sg one mieszaning kilkunastu biatek réznigcych sie¢ budows oraz
funkcja. Mozna wérdd nich wyr6zni¢ dwie grupy biatek: albuminy i globuliny, ktére mozna tatwo oddzieli¢
od siebie poprzez wysalanie, np. siarczanem (V1) amonu (rozdziat 3.9.6).

Albuminy stanowig okoto 60% biatek zawartych w surowicy, posiadajg mase 69 kDa i pl 4,8, sa dobrze
rozpuszczalne w wodzie i jako jedyne biatka surowicy sg pozbawione czgéci cukrowej. Najwazniejsze funkcje
albumin to: utrzymanie stalej objetosci krazacej krwi, transport niektorych substancji (metale, hormony,
bilirubina, kwasy ttuszczowe) i detoksykacja. Albuminy stanowig rezerwe biatkowg organizmu i w przypadku
glodu sa jako pierwsze katabolizowane.

Prealbuminy pojawiajace si¢ w elektroforezie przed albuminami stanowia zaledwie 0,5% biatek obecnych
w surowicy, ich funkcja jest np. wigzanie tyroksyny.

Ceruloplazmina wystepuje w ilosci 25 mg%, ma mase 130 kDa, jest zbudowana z 8 podjednostek, z ktorych
kazda wiaze jon Cu®". Bierze udzial w procesie wchtaniania miedzi. Obnizony poziom tego biatka prowadzi do
nadmiernego wchtaniania Cu®* w jelicie i objawdw zatrucia ze strony watroby i ukladu nerwowego.
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Transferyna wystgpuje w ilosci 100—300 mg%, posiada zdolno$¢ kompleksowania zelaza. Jest biatkiem o masie
90 kDa zbudowanym z jednego tancucha bialkowego. Wiaze zelazo przez tyrozyng, zapobiega zatruciom
wywotanym obecnos$ciag nadmiaru zjonizowanego Zelaza w organizmie.

Haptoglobiny wystepujace w surowicy w stezeniu 30-300 mg% to biatka zbudowane z dwoch rodzajow
tancuchow a i B, wigzace wolng hemoglobing powstala w wyniku wewnatrznaczyniowej hemolizy. Czasteczka
haptoglobiny o masie 80 kDa wigze 2 czasteczki hemoglobiny. Utworzony kompleks nie jest wydzielany przez
nerki, co zapobiega utracie zelaza wraz z moczem i uszkodzeniu kanalikow nerkowych. We krwi noworodkow
nie ma haptoglobiny, pojawia si¢ dopiero powyzej 4 miesigca zycia.

a,-makroglobulina wystepuje w ilosci 150-450 mg%, posiada bardzo duzg mase — okoto 700 kDa i jest
niespecyficznym inhibitorem wielu proteaz. Wykazuje specyficzny mechanizm hamowania aktywnosci proteaz,
polegajacy na ,,ztapaniu” enzymu w rodzaj putapki utworzonej po uprzednim nacigciu inhibitora przez enzym.
Kompleks proteaza—makroglobulina jest bardzo szybko usuwany z krwioobiegu.

Immunoglobuliny to glikoproteiny wytwarzane przez organizm w odpowiedzi na pojawienie si¢ obcego biatka
— antygenu. Zbudowane s3 z dwoch rodzajow tancuchow: lekkiego i cigzkiego o masach odpowiednio: 25 i 50
kDa. Ze wzgledu na roznice w budowie tancuchow cigzkich oraz zawartos¢ cukrow wyrodznia si¢ 5 rodzajow
immunoglobulin: IgG, 1A, IgM, IgD, IgE. We frakcji IgG zawartych jest 80% przeciwciat.

Orozomukoid (oy-kwasna glikoproteina) wystepuje w ilosci 50—100 mg%, charakteryzuje si¢ bardzo niskim pl
(pH ok. 2,5), posiada podobng ruchliwos¢ elektroforetyczng jak albuminy, zawiera okoto 40% cukru
w czasteczce. Jest to biatko o masie 44 kDa, ktérego poziom obniza si¢ lub podwyzsza w pewnych jednostkach
chorobowych.

a-Antyproteaza jest inhibitorem wielu proteaz.

Surowica krwi jest niezwykle bogata w inhibitory proteaz, stanowiag one okoto 10% obecnych w niej
bialek. W surowicy krwi wystepuje roéwniez szereg enzyméw. Sa to m.in. fosfatazy, transaminazy,
dehydrogenazy. Enzymy te uwalniane sg z r6znych tkanek, a ich poziom zmienia si¢ w stanach patologicznych,
co ma czgsto znaczenie diagnostyczne. Gtownym celem tych badan jest ustalenie pochodzenia danego enzymu,
poniewaz kazdy narzad czy tkanka posiadajg charakterystyczne spektrum enzyméw. Niektore enzymy wykazuja
znaczng specyficzno$¢ narzadows np. aminotransferazy sg charakterystyczne dla serca i watroby, fosfatazy dla
tkanki kostnej oraz watroby.

Zasada metody

Glownym kryterium rozdzialu biatek surowicy w tej metodzie jest ich tadunek elektryczny, gdyz
elektroforeza jest prowadzona w warunkach natywnych. Zaleta metody jest mozliwo$¢ dalszej analizy
aktywnosci biologicznej biatek po zakonczonym rozdziale elektroforetycznym.
Zasadg rozdziatu biatek w elektroforezie w zelu poliakryloamidowym szczegoétowo omdéwiono w rozdziale 3.11.

Postepowanie

Uwaga! Wszystkie czynno$ci wykonywa¢ w rekawicach gumowych, poniewaz akryloamid jest rakotworczy!

1. Przygotowac (ztozy¢) zgodnie z instrukcjg aparat do elektroforezy ptytkowe;.

2. Sporzadzi¢ 5% zel, mieszajac 1 objgtos¢ buforu zelowego z 1 objgtoscia roztworu akryloamidu
12 objetosciami diamonu nadtlenodisiarczanu (nadsiarczan amonu).

3. Wypehi¢ roztworem akryloamidu szczeling pomiedzy ptytkami w aparacie az do gornej krawedzi ptytki,
umiesci¢ grzebien i odstawi¢ do chemicznej polimeryzacji na 40—60 minut.

4. Usung¢ grzebien, wypeti¢ studzienki buforem elektrodowym i osadzi¢ ptytki w aparacie do elektroforezy.

5. Do studzienek w Zelu nanie$¢ probke surowicy krwi, uprzednio zmieszanej ze wskaznikiem (bigkitem
bromofenolowym) i kroplg glicerolu. Ilo§¢ nanoszonej surowicy zalezy od sposobu barwienia ptytki
po zakonczeniu elektroforezy.

6. Napehi¢ oba naczynia elektrodowe buforem i podlaczy¢ do pradu w taki sposob, aby dolna czgs$¢ plytki
byta polaczona z elektroda dodatnig. Natezenie pradu powinno wynosi¢ 20 mA/ptytke. Rozdziat prowadzi¢
w lodowce.
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7.

Elektroforezg nalezy zakonczy¢ w momencie, kiedy wskaznik znajdzie si¢ w odleglosci kilku mm od konca
ptytki. Po zakonczeniu elektroforezy zel przenies¢ do odpowiedniego roztworu celem wybarwienia (rozdziat
3.11.3).

Materialy i odczynniki

bufor zelowy: Tris-HCI-TEMED, pH 8,9: 36,6 g Tris rozpusci¢ w 90 ml wody bidestylowanej, dodaé¢
0,46 ml TEMED i zmiareczkowa¢ HCI do pH 8,9, po czym uzupetni¢ woda do 100 ml

bufor elektrodowy: Tris-glicyna, pH 8,4: 6 g Tris, 28,4 g glicyny rozpusci¢ w wodzie i uzupetni¢ do 1 000
ml; przed uzyciem bufor rozcienczy¢ 10 razy woda schtodzong w lodowce

roztwor akryloamidu: 20 g akryloamidu i 0,53 g bisakryloamidu rozpusci¢ w 100 ml wody bidestylowanej;
roztwdr mozna przesaczyc

diamonu nadtlenodisiarczan (nadsiarczan amonu): 0,1% roztwor wodny (sporzadzaé na $wiezo — odczynnik
nietrwaty)

0,04% btekit bromofenolowy (indykator): 0,1 g barwnika rozpusci¢ w 250 ml wody zawierajacej 1,49 ml
0,1 M NaOH

3.11.1.2 Rozdzial bialek w elektroforezie natywnej w ukladzie ciaglym

Zasada metody

Gléwnym kryterium rozdziatu biatek w elektroforezie natywnej jest ich tadunek. Zaleta metody jest

mozliwo$¢ analizy aktywnosci biologicznej biatek po zakonczonym rozdziale. W uktadzie cigglym stosuje si¢
tylko jeden zel (rozdzielajacy), a do przygotowania zelu i prob oraz przeprowadzenia elektroforezy* uzywane sg
bufory o identycznym pH. Poniewaz proby nanoszone na zel nie ulegaja zageszczeniu, korzystne jest
nanoszenie probek o niewielkiej objgtoscei.

* w opisywanej metodzie pH buforu elektrodowego r6zni si¢ o 0,5 jednostki od pH buforu zelowego i pH buforu
do obcigzania probek. Roznica ta wynika z uzyskiwanego lepszego rozdziatu preparatéw roslinnych barwionych
po zakonczeniu elektroforezy w takich warunkach na aktywno$¢ fosfataz kwasnych.

Postepowanie
1. Przygotowac roztwoér zelu o odpowiednim stezeniu akryloamidu wg ponizszej tabeli:
7,5% 10% 12% 15%
woda 5ml 4.2mi 3,5mi 2,5ml
destylowana
bufor zelowy 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml
30%akryloamid 2,5ml 3,3ml 4ml 5ml
APS 100ul 100ul 100ul 100ul
TEMED 10ul 10pl 10ul 10ul
2. Wlac¢ zel pomiedzy ptytki i umiesci¢ grzebien.
3. Po spolimeryzowaniu zelu, wyjac grzebien, ptytki umiesci¢ w aparacie.
4.  Nala¢ bufor elektrodowy do naczynia dolnego i gornego.
5. Przygotowac i nanie$¢ probki na zel:
Do kazdej proby doda¢ % jej objetosci buforu do obcigzenia probek, doktadnie zamiesza¢ i odwirowac
w wirdwce stotowej. Do kolejnych studzienek nanosi¢ po 20ul kolejnych prob.
6. Elektroforez¢ prowadzi¢ przy stalym nat¢zeniu 20-25mA/plytke. Rozdzial zakonczyé w momencie,
gdy pasmo blekitu bromofenolowego osiagnie odleglos¢ ok. 0,5cm od dolnej krawedzi zelu.
7. Wybarwi¢ zel wedlug wybranej metody (rozdziat 3.11.3.).
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Materialy i odczynniki

- Bufor zelowy: 1,5M Tris-HCI, pH 8,8

- 30% akryloamid (akryloamid:bisakryloamid 29,2:0,8)

- 10% nadsiarczan amonu (APS)

- TEMED

- Bufor elektrodowy 25mM Tris, 192mM Gly (pH 8,3)

- bufor do obcigzenia probek 5xstezony (0,3M Tris-HCI, pH 8,8, 50% o/o glicerol, 0,5mg/ml biekit
bromofenolowy)

3.11.2 Elektroforeza w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)

Zasada metody

Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych — w obecnosci soli sodowe;j
siarczanu dodecylu — SDS (CH3—(CH,);0-CH,0S0; Na’) jest rutynowa metoda okreslania stopnia czystosci
biatek oraz oznaczania ich masy czgsteczkowej i sktadu podjednostkowego. Ten anionowy detergent niszczy
niemal wszystkie oddzialywania nickowalencyjne w natywnych biatkach. Aniony SDS wigzg si¢
z aminokwasami (jeden anion na dwie reszty aminokwasowe), nadajac powstatemu kompleksowi SDS-
zdenaturowane biatko tak duzy tadunek ujemny, Zze tadunek natywnego biatka staje si¢ nieistotny dla
ruchliwoéci. Mieszaning biatek rozpuszcza si¢ w roztworze SDS z dodatkiem czynnika redukujacego mostki
disiarczkowe (B-merkaptoetanol lub DTT) ipozostawia na pewien czas w podwyzszonej temperaturze,
a nastegpnie poddaje elektroforezie. Szybkos¢ wedrowki biatek w polu elektrycznym w takich warunkach zalezy
tylko od ich masy czasteczkowej. Zasada ta nie dotyczy biatek o strukturze podjednostkowej, ktore wedruja jako
monomery, a takze wielu biatek o bardzo matej masie czasteczkowej (ponizej 10 kDa) i niektérych wedrujacych
nietypowo glikoprotein.

Istnieje szereg znanych techniki SDS-PAGE, z ktorych dwie, glicynowa (rozdziat 3.11.2.1)
i trycynowa (rozdziat 3.11.2.2.) sa najczesciej stosowane podczas rozdziatu biatek o masach 1-500 kDa. Obie
techniki ro6znig si¢ systemem stosowanych buforow oraz stezeniem zeli poliakrylamidowych. Elektroforeza
glicynowa jest metoda preferowang w rozdziale biatek o masie powyzej 30 kDa, a elektroforeza trycynowa
ponizej 30 kDa.

Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym z SDS jest metoda szybka, czulg i0 bardzo duzej
rozdzielczo$ci. Obecno$é jednej frakcji biatkowej po wybarwieniu zelu, najczgéciej Coomassie Brilliant Blue
R-250, $wiadczyé moze o homogenicznosci analizowanego preparatu biatkowego.

3.11.2.1 Elektroforeza SDS-PAGE wedlug Laemmli’go
Laemmli U.K. (1970) Nature (London) 227, 680-685.

Postepowanie

Uwaga! Wszystkie czynno$ci wykonywa¢ w rekawicach gumowych, poniewaz akryloamid jest rakotworczy.

Przygotowanie aparatu i zelu

1. Plytki szklane umy¢ i nastgpnie odthusci¢ alkoholem.

2. Miedzy ptytki (z boku) wlozy¢ ograniczniki i catos$¢ spia¢ klamrami.

3. Dot oraz boki plytek uszczelnié gorgcym roztworem 2% agaru w buforze elektrodowym bez SDS (jezeli
tego wymaga aparatura).

4. Po zastygnigciu agaru przygotowac roztwor zelu o odpowiednim stgzeniu akryloamidu wedlug ponizszej
tabeli.
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zel rozdzielajacy
7,5% 10% 12% 15%
bufor zelowy dolny 2 ml 2ml 2ml 2ml
akryloamid 30% 2ml 2,7ml 3,2ml 4 ml
woda bidestylowana 4 ml 3,3ml 2,8 ml 2ml
nadsiarczan amonu 30 ul 30 ul 30 pl 30 pl
TEMED 5l 5l 5l 5l

* podane w tabeli obj¢tosci roztwordw dotycza ptytki o rozmiarach 100 x 80 x 1 mm

5. Po zmieszaniu wszystkich sktadnikow (nadsiarczan amonu i TEMED dodawa¢ na koncu), wlaé zel
pomiedzy ptytki. Na powierzchni¢ zelu delikatnie nawarstwi¢ wode za pomoca pipety.

6. Po spolimeryzowaniu zelu dolnego usungé¢ doktadnie wod¢ (osuszajac brzegi plytek bibula), umiescié
grzebien pomigdzy plytkami, a nastepnie wla¢ roztwor zelu zageszczajacego az do gornej krawedzi ptytek.
Zel zageszczajacy sporzadzié mieszajac odpowiednie sktadniki wedlug ponizszej tabeli.

4,5% 1zel zageszczajacy
bufor zelowy gorny 1,25 ml
akryloamid 30% 0,75 ml
woda bidestylowana 3,0ml
nadsiarczan amonu 15 pl
TEMED 8 ul

* podane w tabeli objetosci roztworow dotycza ptytki o rozmiarach 100 x 80 x 1 mm

7. Po spolimeryzowaniu zelu goérnego ptytki umiesci¢ w aparacie, wyja¢ grzebien, powstale studzienki
wypetni¢ buforem, nala¢ bufor elektrodowy do naczynia dolnego i gornego.
8. Przygotowac proby:
Do kazdej z proéb doda¢ 1/3 objetosci buforu do denaturacji (np. do 15 pl proby dodaé
5 ul buforu). Proby denaturowaé 3 minuty we wrzacej tazni wodnej i schtodzic.
9. Nanies préby na zel:
Do kolejnych studzienek nanosi¢ standard biatkowy o odpowiednich masach czasteczkowych oraz
zdenaturowane uprzednio proby badane w objetosci nie przekraczajacej 20 ul (20-50 ug biatka; w przypadku
surowych wyciaggow z roslin nalezy nanie$¢ okoto 100-150 ug biatka) za pomoca pipety automatycznej
z dhuga koncowka kapilarna.
10. Poprowadzi¢ rozdziat elektroforetyczny:
Aparat podtaczy¢ do zrédta pradu w taki sposob, aby dolna cze$¢ ptytki stanowita biegun dodatni. Ustawic
warto$¢ zasilania na 20 mA do momentu wniknigcia materiatu w zel, nastgpnie elektroforeze prowadzi¢ przy
natezeniu pradu 40 mA. Elektroforeze prowadzi¢ w temp. pokojowej do momentu, kiedy pasmo barwnika
(bfekitu bromofenolowego) osiggnie odlegtos¢ okoto 1 cm od dolnej krawedzi zelu.
11. Po zakonczeniu elektroforezy zel przenies¢ do kuwety i wybarwi¢ jedna z wybranych technik (rozdziat
3.11.3).
12. Wyznaczy¢ masy czgsteczkowe biatek na podstawie standardéw mas (rozdziat 3.11.4.)

Materialy i odczynniki

- bufor zelowy dolny — 0,4% SDS w 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8: 9,1 g Tris, 0,2 g SDS rozpusci¢ w niewielkiej
ilosci wody, a nastgpnie doprowadzi¢ HCl do pH 8,8, catos¢ uzupetni¢ woda do 50 ml

- bufor zelowy gomy — 0,4% SDS w 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8: 3,0 g Tris, 0,2 g SDS rozpu$ci¢ w niewielkiej
ilosci wody, a nastepnie doprowadzi¢ za pomocg HCI do pH 6,8, cato$¢ uzupeti¢ wodag do 50 ml

- 30% akryloamid: 29,2 g akryloamidu, 0,8 g bisakryloamidu uzupemi¢ wodg bidestylowang do 100 ml,
przesaczy¢ przez bibute Whatman 1
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- bufor elektrodowy Tris-glicyna, pH 8,6: 7,2 g glicyny, 1,5 g Tris, 0,5 g SDS rozpusci¢ poczatkowo w okoto
50 ml wody bidestylowanej, doprowadzi¢ pH za pomocg Tris, po czym uzupetni¢ wodg do 100 ml; przed
uzyciem bufor rozcienczyé 5-krotnie

- bufor do denaturacji préb (4 x stezony): 2,5 ml buforu 1,25 M Tris-HCI, pH 6,8, 1 g SDS, 2,5 ml
B-merkaptoetanolu, 5 ml glicerolu zmieszac; do catosci doda¢ 4 mg biekitu bromofenolowego

- 10% diamonu nadtlenodisiarczan (nadsiarczan amonu) - sporzadzi¢ na §wiezo

- TEMED

3.11.2.2 Elektroforeza SDS-PAGE wedlug von Jagowa
Trycyna/ N-Tris(hydroksymetylo)metylo glicyna.

Schiagger H., von Jagow G. (1987) Anal. Biochem. 166; 368-379
Schiagger H. (2006) Nat. Protoc. 1(1), 16-22

Postepowanie
Uwaga! Wszystkie czynno$ci wykonywa¢ w rekawicach gumowych, poniewaz akryloamid jest rakotworczy.

Przygotowanie aparatu i zelu

1. Plytki szklane umy¢ i nastgpnie odthusci¢ alkoholem.

2. Migdzy ptytki (z boku) wlozy¢ ograniczniki i cato$¢ spia¢ klamrami.

3. Przygotowac roztwory zeli o odpowiednim st¢zeniu akryloamidu wedtug ponizszej tabeli.

4% zel 10% zel 16% zel 16% zel
zageszczajacy | rozdzielajacy | rozdzielajacy | rozdzielajacy/
6 M mocznik
bufor D 1ml 6 ml 10 ml 10 ml
bufor C 3ml 10 ml 10 ml 10 ml
glicerol - 3ml 3ml -
mocznik - - - 10,8 ¢
H,0 gml 11 ml 7ml ‘azougg*mlc
10% APS 90 pl 150 pl 100 pl 100 pl
TEMED 9 ul 15 ul 10 ul 10 pl

* podane w tabeli obj¢tosci roztworow dotycza dwoch zeli o rozmiarach 0,07 x 14 x 14 cm

4. Po zmieszaniu wszystkich sktadnikow (nadsiarczan amonu i TEMED dodawac¢ na koncu), wla¢ zel pomiedzy
plytki. Na powierzchni¢ zelu delikatnie nawarstwi¢ wode za pomocg pipety.

5. Po spolimeryzowaniu zelu dolnego (rozdzielajacego) usunaé doktadnie wode (osuszajac brzegi ptytek
bibulg), umiesci¢ grzebien pomiedzy ptytkami, a nastepnie wlac¢ roztwor zelu zaggszczajacego az do gornej
krawedzi plytek.

6. Po spolimeryzowaniu zelu gornego (zaggszczajacego) ptytki umiesci¢ w aparacie, wyjaé grzebien, powstate
studzienki wypetni¢ buforem, nala¢ bufor elektrodowy do naczynia dolnego i gornego.

7. Przygotowac probki:

Do kazdej z prob dodac 1/3 objgtosci buforu do denaturacji (np. do 15 pl proby dodaé 5 pl buforu). Proby
denaturowa¢ 3 minuty we wrzacej tazni wodnej i schtodzié.

8. Naniesc proby na zel:

Do kolejnych studzienek nanosi¢ standard biatkowy o odpowiednich masach czasteczkowych oraz
zdenaturowane uprzednio proby badane w objetosci nie przekraczajacej 20 pl (20-50 ug biatka; w przypadku
surowych wyciggow z roslin nalezy nanie$¢ okoto 100-150 ug biatka) za pomocg pipety automatycznej
z dtuga koncowka kapilarna.
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9. Poprowadzi¢ rozdziat elektroforetyczny:
Aparat podtaczy¢ do zrodta pradu w taki sposob, aby dolna czgs$¢ ptytki stanowita biegun dodatni. Ustawic¢
warto$¢ zasilania na 20 mA do momentu wniknigcia materialu w Zel, nastgpnie elektroforeze prowadzi¢ przy
natezeniu pradu 40 mA. Elektroforez¢ prowadzi¢ w temp. pokojowej do momentu, kiedy pasmo barwnika
(bfgkitu bromofenolowego) osiagnie odlegtos¢ okoto 1 cm od dolnej krawedzi zelu.

Materialy i odczynniki

- bufor A (anodowy, 10 x stezony) — 1 M Tris-HCI, 0,225 M HCI; pH 8,9

- bufor B (katodowy, 10 x stgzony) — 1 M Tris-HCI, 1 M Trycyna, 1% SDS; pH~8,25 (nie doprowadza¢ pH!)

- bufor C (zelowy, 3x st¢zony) — 3 M Tris-HCI, 1 M HCI, 0,3% SDS; pH 8,45

- bufor D - akryloamid (49,5%) /akryloamid-bisakryloamid (3%)

- bufor E do denaturacji prob (4 x stezony): 12% SDS, 6% p-merkaptoetanolu, 30% glicerol, 150mM
Tris-HCI, 0,05% biekitu bromofenolowego

- 6 M mocznik

- 10% diamonu nadtlenodisiarczan (nadsiarczan amonu) - sporzadzi¢ na $wiezo

-  TEMED

3.11.3 Metody barwienia bialek po rozdziale elektroforetycznym

3.11.3.1 Barwienie na bialko (proteinogram)

Postepowanie

1. Po przeprowadzeniu elektroforezy opisanej w rozdziale 3.11.1.1. Zel, na ktory naniesiono 2-5 pl surowicy
krwi umiesci¢ w 0,05% roztworze czerni amidowej w 7% kwasie octowym i pozostawi¢ na okoto 20 minut,
nastepnie barwnik zla¢ i pozostawi¢ do ponownego uzycia.

2. Zel zala¢ 7% kwasem octowym i pozostawi¢ w tym roztworze do odbarwienia tta. W celu przyspieszenia
odbarwienia tla zelu nalezy cze¢sto zmieniaé roztwor kwasu.

3. Zel mozna réwniez wybarwi¢ na biatko przy pomocy roztworu Coomassie Brilliant Blue zgodnie
z przepisem podanym dla elektroforezy w warunkach denaturujacych (rozdziat 3.11.3.4., 3.11.3.5.).

Materialy i odczynniki
- 0,05% roztwor czerni amidowej w 7% kwasie octowym
- 7% kwas octowy

3.11.3.2 Barwienie na obecnos¢ glikoprotein (glikoproteinogram) — technika PAS
Zacharius R.M., Zell T.E., Morrison J.H., Woodlock J.J. (1969) Anal. Biochem. 30, 148-152.

Zasada metody

Barwienie glikoprotein technika PAS (ang. periodic acid-Schiff, tj. kwas nadjodowy-zasada Schiffa)
polega na tym, ze kwas jodowy (VII) (nadjodowy) rozszczepia w cukrach wigzania C—C sgsiadujace z grupami
hydroksylowymi (lub grupa hydroksylows i aminowg), wskutek czego powstaja grupy aldehydowe reagujace
z sulfonofuksyng. W wyniku reakcji powstaje rézowoczerwony kompleks i wydziela si¢ H,SOs.

sulfonofuksyna _ barwny kompleks + H,S0,
(bezbarwna)  (polialdehyd-fuksyna)

HJO .
polisacharyd ——*> polialdehyd
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Postepowanie

1. Po przeprowadzeniu elektroforezy opisanej w rozdziale 0.1. Zel, na ktéry naniesiono 20 pl surowicy,
zanurzy¢ w 12,5% kwasie trichlorooctowym na 30 minut, przemy¢ woda destylowang, po czym umiesci¢
na czas 50 minut w roztworze 1% kwasu jodowego (VII) (nadjodowy) w 3% kwasie octowym
(w ciemnosci).

2. Zel przemy¢ wodg destylowang (zmieniajac wode 6-krotnie co 10 minut). Nastepnie zala¢ roztworem
fuksyny i ponownie pozostawi¢ na czas 50 minut w ciemnosci.

3. Po tym czasie fuksyn¢ zla¢ i zachowac, a zel zala¢ §wiezo sporzadzonym 0,5% roztworem disiarczanu (IV)
potasu (pirosiarczynu potasu); roztwor zmienia¢ 3-krotnie co 10 minut.

4. Przeptukiwac¢ zel wodg destylowana, az do odmycia tla i przechowywa¢ w 3—7,5% kwasie octowym.

Materialy i odczynniki

- 1% kwas jodowy (VII) (nadjodowy) w 3% kwasie octowym (sporzadza¢ na $wiezo — odczynnik nietrwaty)

- fuksyna zasadowa: 1 g fuksyny rozpusci¢ w 200 ml wrzacej wody, oziebi¢ do 50°C, doda¢ 0,5 ml stezonego
HCl oraz 1 g disiarczanu (IV) potasu K,S,0s (pirosiarczyn potasu), zakorkowa¢ i pozostawi¢ na 24 godz.
w temp. pokojowej; zmiesza¢ z 0,5 g wegla aktywnego, wytrzasac i przesaczy¢; w razie potrzeby powtdorzy¢
te czynno$¢ az do momentu uzyskania bezbarwnego i klarownego ptynu

- 0,5% roztwor disiarczanu (IV) potasu (pirosiarczyn potasu)

- 12,5% kwas trichlorooctowy

3.11.3.3 Lokalizacja izoenzymow fosfatazy zasadowej (zymogram)

Zasada metody

Po elektroforezie biatek surowicy ludzkiej w zelu poliakryloamidowym mozna zlokalizowa¢ trzy pasma
aktywnos$ci fosfatazowej. Najwolniej wedrujacy to enzym pochodzenia jelitowego, najszybciej fosfataza
pochodzenia watrobowego. Pomiedzy tymi dwoma pasmami stwierdza si¢ obecno$é¢ fosfatazy pochodzacej
z tkanki kostnej. Surowica dorostego czlowicka zawiera gldwnie izoenzym watrobowy, §ladowe ilosci kostnego
i okoto 20% enzymu pochodzenia jelitowego. Stosunki te ulegajg zaburzeniu w stanach patologicznych, dlatego
analiza elektroforograméw ma znaczenie diagnostyczne, pozwalajac na stwierdzenie ewentualnych zmian
proporcji pomigdzy poszczegdlnymi izoenzymami.

Zel po elektroforezie inkubuje si¢ w roztworze substratu: a-naftylofosforan i s6l diazowa Fast Blue B
w pH zasadowym. Zwolniony przez enzym o-naftol tworzy barwny kompleks z solg diazowg. W miejscach
gdzie obecny jest enzym pojawiajg si¢ pasma koloru fioletowo-bragzowego.

Postepowanie

1. Po przeprowadzeniu elektroforezy opisanej w rozdziale 3.11.1.1 zel, na ktory naniesiono 100 pl surowicy
krwi, przeptuka¢ i inkubowa¢ 3 razy po 20 minut w 0,05 M buforze boranowym o pH 9,7 z 1 mM MgCl,
(bufor optymalny dla aktywnosci katalitycznej fosfatazy zasadowej).

2. Zel inkubowaé w roztworze substratu w temp. 37°C do momentu pojawienia si¢ czerwonobrunatnych pasm.

3. Przenies¢ zel do 7% roztworu kwasu octowego.

Materialy i odczynniki

- substrat: 5 mg a-naftylofosforanu sodu i 3 mg Fast Blue B rozpusci¢ w 5 ml 0,05 M buforu boranowego
0 pH 9,7; roztwor przygotowaé na $§wiezo, przed uzyciem przesaczy¢

- 0,05 M bufor boranowy o pH 9,7 zawierajacy 1 mM MgCl,: 3,74 g kwasu borowego i 0,2 g MgCl, x 6 H,0
rozpusci¢ w okoto 500 ml wody, doprowadzi¢ do pH 9,7 za pomocg KOH i uzupetni¢ woda do 1 litra

- 7% kwas octowy
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3.11.3.4 Barwienie z uzyciem Coomasie Brilliant Blue w §rodowisku kwasnym

Post¢powanie

1. Po zakonczeniu elektroforezy SDS-PAGE (rozdziat 3.11.2.) zel przenies¢ do kuwety, zala¢ 0,1% roztworem
Coomassie Brilliant Blue R-250 w 40% metanolu z 10% kwasem octowym i wybarwia¢ przez okoto 1 godz.

2. Nastepnie barwnik zlac i zel przemywac roztworem 40% metanolu w 10% kwasie octowym, az do momentu
odbarwienia tla. Celem szybszego odbarwienia tta mozna stosowaé kawalki gabki wlozone do kuwety
z odbarwiaczem.

Materialy i odczynniki
- odczynnik barwiacy: 0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250 w 40% metanolu i 10% kwasie octowym
- odbarwiacz: roztwor 40% metanolu w 10% kwasie octowym

3.11.3.5 Barwienie z uzyciem Coomasie Brilliant Blue w srodowisku wodnym
Lawrence A.M., Besir H. (2009) J Vis Exp 14;(30), doi: 10.3791/1350.

Postepowanie

1. Po zakonczeniu elektroforezy zel przenie$¢ do kuwety, zala¢ 100 ml H,O destylowanej i podgrzewac
w mikrofalowce przez ok. 30 sek. (nie dopuscic do wrzenia!).

2.  Przeptuka¢ zel dwukrotnie H,O destylowana, wytrzasajac na kolysce kazdorazowo przez 5 min.

3. Usung¢ H,O, a zel zala¢c 100 ml wodnego roztworu barwnika Coomassie Brilliant Blue G-250
i podgrzewa¢ w kuchence mikrofalowej przez ok. 10 sek. (nie dopusci¢ do wrzenia!). Dobarwia¢ zel przez
kolejne 15-30 min. w temperaturze pokojowej, wytrzasajac na kotysce.

4. Nastepnie barwnik zlaé, a zel przemywac kilkukrotnie H,O destylowana, az do momentu odbarwienia tla.

Materialy i odczynniki

- odczynnik barwigcy: Coomassie Brilliant Blue G-250 w H,O destylowanej (60-80 mg barwnika na 1 | H,0,
z dodatkiem 35 mM HCI; pH=2,0)

- odbarwiacz: H,0 destylowana

3.11.4. Wyznaczanie wzglednej masy czasteczkowej bialka

1. Zmierzy¢ drogg przebyta przez marker.
Zmierzy¢ droge wszystkich pasm standardow i analizowanych prob.

N

3. Policzy¢ wzgledne wspotczynniki migracji R¢ dla standardéw i prob badanych.
I

Rf ==

"=

| — droga pasma biatkowego, d — droga markera

4. Policzy¢ log M, dla standardéw uzytych w elektroforezie.

Sporzadzi¢ wykres zaleznosci log M, = f (Ry) dla biatek standardowych (przyktad: Rys. 3.11).

6. Na podstawie wyznaczonych warto$ci R badanych biatek odczytaé z wykresu odpowiadajace im wartosci
109 Mz, 1 obliczy¢ masg czasteczkowa.

o
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Rys. 3.11 Wyznaczanie M., biatek na podstawie ich ruchliwosci elektroforetycznej.

3.12 WYKAZYWANIE OBECNOSCI GLIKOPROTEIN ZA POMOCA WIAZANIA Z WOLNYMI
LEKTYNAMI

Weir D.M. (red.) Handbook of Experimental Immunology, Blackwell Sci, Publ., Oxford and Edinburgh 1967,
655.

Bog-Hansen T.C., Bjerrum O.J., Ramlau J. (1975) Scand. J. Immunol., 4, 141-417.

Zasada metody

Lektyny stanowig grupe biatek prostych lub glikoprotein nieimunologicznego pochodzenia
wykazujacych zdolno$¢é swoistego wigzania cukréw wolnych, precypitacji glikokoniugatow lub aglutynacji
komorek. Biatka te o specyficznej zdolnosci odwracalnego wigzania cukrow sa szeroko rozpowszechnione
zarbwno w $wiecie roslin, zwierzat jak i mikroorganizméw. Lektyny zbudowane sg z dwoch lub czterech
podjednostek, zwykle identycznych, zawierajacych najczgéciej jedno miejsce wigzace. Stad ilos¢ miejsc
wigzacych cukry w lektynach uzalezniona jest zazwyczaj od ilosci wystepujacych podjednostek. Istniejg jednak
lektyny, ktére posiadaja wiecej niz jedno miejsce wigzace w podjednostce (np. lektyna z zarodkow pszenicy —
WGA) oraz takie, w ktérych na cztery podjednostki przypadaja tylko dwa miejsca wigzace (np. lektyna z soi —
SBA oraz z soczewicy — LCA). Wystepowanie co najmniej dwoch miejsc wigzacych w lektynie umozliwia
zachodzenie reakcji krzyzowych i jest zrodtem wiasciwosci aglutynacyjnych i precypitacyjnych lektyn.

Lektyny charakteryzuje zdolno$¢ wigzania pojedynczych cukrow takich jak: mannoza, glukoza,
N-acetyloglukozoamina, galaktoza, N-acetylogalaktozoamina lub fukoza. Na ogét jednak wykazuja one wigksze
powinowactwo w stosunku do di-, tri-, tetrasacharydow i oligosacharydéw. Badania nad specyficznoscig
cukrowa lektyn wykazaty, ze interakcja tych biatek z oligosacharydami lub glikopeptydami zalezy nie tylko
od rodzaju cukru, ale réwniez od jego potozenia w tancuchu cukrowym, struktury tancucha cukrowego oraz
w przypadku glikopeptydow od reszty peptydowej, z ktorg jest zwigzana cze$¢ weglowodanowa.

Zdolnos¢ lektyn do tworzenia precypitatdw z polisacharydami lub glikoproteinami znalazta szerokie
zastosowanie do wykrywania i badania tych zwigzkow réznymi technikami, np. metoda podwdjnej dyfuzji,
elektroforezy powinowactwa, a takze do ich izolacji metodg chromatografii powinowactwa z zastosowaniem
immobilizowanych lektyn.

Powszechnie stosowang lektyng w badaniach glikoprotein jest konkanawalina A (ConA)). Biatko to jest
najwcze$niej poznang lektyng, po raz pierwszy wyizolowano je zkanawalii (Canavalia ensiformis)
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w chromatografii powinowactwa. Jest metaloproteing zbudowana z 4 nieglikozylowanych tancuchow
polipeptydowych, z ktorych kazdy ma masg 26 kDa (237 reszt aminokwasowych). W srodowisku o pH okoto 5,6
konkanawalina A wystgpuje w postaci dimeru, natomiast w pH 7,0 tworzy tetramer. Kazda z czterech
podjednostek posiada jon Cu?* i Mn?*. Utrata jonéw metali powoduje spadek aktywnosci tego biatka.

Konkanawalina A wykazuje zdolno$¢ wigzania reszt mannozowych, glukozowych oraz
N-acetyloglukozoaminowych, wystepujacych w  oligosacharydach, polisacharydach i glikoproteinach.
Z rozgalgzionymi polisacharydami, zawierajacymi te podjednostki cukrowe, tworzy precypitaty.

Postepowanie

1. Na plytke szklang o wymiarach 75 x 25 mm (szkietko podstawowe) utozong na doktadnie wypoziomowanej
powierzchni wylaé¢ 3,4 ml 1% agarozy w buforze Tris-weronal o pH 8,6.
Uwaga! Jezeli nie przewidujemy suszenia i barwienia zelu, agaroz¢ nalezy wyla¢ do matej szalki Petriego
(okoto 5 ml).

2. Po zastygnieciu agarozy wyciaé przy pomocy sztancy (najlepiej sztancy Weekego i Thomsona) zbiorniczki
na roztwory lektyny i glikoprotein wedlug przedstawionego ponizej schematu. Odleglos¢ migdzy
zbiorniczkami powinna wynosi¢ okoto 1 cm.

oPNIo
oY

3. Do otworu centralnego (a) nanies¢ 10-20 pl 2% lektyny (np. Con A), a do otworéw brzeznych kolejno
10-20 pl nastgpujacych preparatow: nierozcienczona surowica krwi (1), surowica krwi rozcienczona 2- lub
4-krotnie (2), dowolna glikoproteina np. orozomukoid lub kwasna fosfataza (3) i surowy wyciag roslinny
(4).

4. Plytke umiesci¢ w szalce Petriego wylozonej wilgotna ligning. Catos¢ pozostawi¢ na 24-48 godz. w temp.
pokojowej.

5. Odmy¢ niezwigzane biatka, spryskujac szkietko z agarozg woda destylowang. Plytke osuszyé: przykryé
paskiem bibuty Whatman 1 (o doktadnie takich samych wymiarach co powierzchnia ptytki), warstwag suchej
ligniny i plytag szklang z obcigzeniem 0,5-1 kg, pozostawi¢ na 10 minut. Po sprasowaniu agarozy bardzo
ostroznie zdja¢ z plytki bibutg, zanurzy¢ ptytke w wodzie destylowanej na 5 minut, po czym usung¢ nadmiar
wody jw.

6. Sprasowang agaroz¢ na plytce wysuszy¢ w strumieniu zimnego powietrza (pod wentylatorem), po czym
barwic.

6A. Barwienie na aktywno$¢ enzymatyczng — w przypadku obecno$ci kwasnej fosfatazy: wysuszona ptytke
zala¢ 0.1 M buforem octanowym o pH 5,1, zawierajacym a-naftylofosforan sodu (1 mg/ml) i Fast Blue B
(0,4 mg/ml); inkubowa¢ w temp. 37-40°C az do pojawienia si¢ r6zowo-czerwonych precypitatow (zasade
metody opisano w rozdziale 4.7.2), po czym wysuszy¢. Tak wybarwiong ptytke mozna dodatkowo barwié
na biatko.

6B. Barwienie na biatko: wysuszona ptytke inkubowa¢ 10 minut w 0,5% roztworze Coomassie Brilliant Blue
R-250, po czym odbarwia¢ az do uzyskania jasnego tta. Uwaga! Wywolywanie aktywnosci fosfatazowej
przeprowadzaé przed barwieniem na biatko.

Materialy i odczynniki
- bufor Tris-weronal, pH 8,6 (roztwor podstawowy): 22,4 g kwasu 5,5-dietylobarbiturowego (weronal), 44,3 g
Tris 1 0,53 g mleczanu wapniowego, rozpusci¢ w koncowej objetosci 1 litra wody dejonizowanej; do buforu
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mozna doda¢ 1 g azydku sodu, jako $rodka konserwujacego; przed uzyciem bufor rozcienczy¢ 5-krotnie
woda dejonizowang

- 1% roztwor agarozy: 1 g agarozy wsypac do kolby stozkowej, nala¢ 100 ml rozcienczonego buforu Tris-
weronal o pH 8,6 i rozpusci¢ na wrzacej tazni wodnej lub w kuchence mikrofalowej; zabezpieczy¢ przed
parowaniem; klarowny roztwér agarozy umies$ci¢ na mieszadle magnetycznym z grzatka, a w trakcie
wylewania plytek trzymac w tazni wodnej o temp. 56°C

- 0,9% NaCl

- roztwor Coomassie Blue R-250 do barwienia biatka na plytkach: 5 g Coomassie Brilliant Blue R-250,
rozpu$ci¢ w mieszaninie 96% etanol : lodowaty kwas octowy (450 ml alkoholu i 100 ml Kkwasu)
i pozostawi¢ na okres 12-24 godz. w temp. pokojowej, przesaczy¢ przez bibule, a nastgpnie dodaé 450 ml
wody dejonizowanej

- roztwor odbarwiajacy: 30% etanol z 12,5% kwasem octowym; odbarwiacz nalezy po uzyciu regenerowaé
poprzez saczenie przez lejek z weglem aktywnym

- surowica krwi bydlecej lub wieprzowej: nierozcienczona i rozcienczona 2- i 4-krotnie 0,9% NaCl

- 2% roztwdr lektyny: konkanawaliny A (ConA) (ewentualnie lektyny z zarodkéow pszenicy (WGA) lub
lektyny z soczewicy (LCA))

- 0,5-1% roztwor orozomukoidu (lub preparat kwasnej fosfatazy)

- surowe wyciagi z nasion lub z li§cieni siewek roslin z rodziny dyniowatych lub motylkowych: ekstrakcje
biatek przeprowadzi¢ do 0,1 M buforu octanowego o pH 5,1-5,6, w stosunku 1:4 (w/v); przesaczy¢
i odwirowad; stgzenie biatka w probie powinno wynosi¢ okoto 20 mg/ml; wyciag z nasion zagesci¢ 2—4
krotnie.

3.13 WYBRANE METODY OTRZYMYWANIA BIALEK

Preparacja biatek to zwykle wieloetapowe postgpowanie, w ktorym wykorzystujac szereg wlasciwosci
fizykochemicznych tych zwiazkow, wydziela si¢ je z materiatu biologicznego w stanie natywnym i w mozliwie
najwyzszym stopniu oczyszczenia. Aktualny stan wiedzy dotyczacej zardwno tradycyjnych jak i wspotczesnie
stosowanych metod oczyszczania i analizy bialek mozna znalezé w bardzo licznych opracowaniach
podrecznikowych. W tym rozdziale w sposob bardzo skrotowy zostaty przedstawione tylko te techniki, ktorych
wykorzystanie wynika z programu prowadzonych ¢wiczen. Wczesniej — w rozdziale 0 — oméwiono jedng
z metod chromatograficzych wykorzystywanych w preparatyce biatek — filtracje zelowa.

3.13.1 Podstawy teoretyczne chromatografii jonowymiennej

Chromatografia jonowymienna jest jedna najbardziej popularnych metod rozdziatu mieszanin
wielosktadnikowych, uzywanych powszechnie w procesach oczyszczania bialek. Metode te stosuje sie¢
z powodzeniem w stosunku do mieszanin biatek réznigcych si¢ tadunkiem.

W chromatografii jonowymiennej stosuje si¢ nos$niki zwane wymieniaczami jonowymi lub jonitami.
Jonit jest substancja, ktora w zetknieciu z roztworem wymienia cze$¢ swoich jonéw na jony z roztworu.
W strukturze jonowymieniacza mozna wyrdézni¢ nierozpuszczalng matryce polaczong wigzaniami
kowalencyjnymi z okreslonymi grupami funkcyjnymi, ktére ulegaja jonizacji i moga w sposob odwracalny
asocjowac z jonami przeciwnego znaku, tzw. przeciwjonami. W zalezno$ci od tadunku wymienianych jonow
wyrdzniamy dwa typy jonowymieniaczy — Kationity i anionity.

Kationit to polianion, wymieniajacy z roztworem kationy, podczas gdy anionit jest polikationem
zdolnym do wymiany anionéw (Rys. 3.12). Jony wymiany tzw. przeciwjony (kationy i aniony) pochodza
z roztworu buforowego rownowazacego zloze. S3 one zastepowane przez obdarzone tadunkiem czasteczki
biatka rozdzielane podczas chromatografii.

Najczgsciej stosowanymi no$nikami w chromatografii jonowymiennej biatek sa: celuloza, Sepharose
i Sephadex. Do tego typu matryc dotaczone sa grupy funkcyjne. W przypadku kationitow sg to najczesciej grupy
karboksylowe, fosforanowe i sulfonowe, natomiast grupami funkcyjnymi w czasteczkach anionitow sg zwykle
aminy o roznej rzgdowosci (Tab. 3.6).
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Anionitz przeciwjonami Kationit z przeciwjonami
o tadunku ujemnym o tadunku dodatnim

Rys. 3.12 Czgsteczki jonowymieniacza z odpowiednimi przeciwjonami
wg lon exchange chromatography. Principles and methods. Pharmacia Fine Chemicals

Tab. 3.6 Grupy funkcyjne najczesciej stosowanych jonowymieniaczy

rodzaj jonitu skrot pelna nazwa wzér chemiczny
KATIONITY | CM- karboksymetylo- —OCH,CO0O"~

P- fosfo- —OPO3;H™

SE- sulfoetylo- —OCH,CH,S0O5~

SP- sulfopropylo- —OCH,CH,CH,S05;~

ANIONITY |DEAE- |dietyloaminoetylo- | -OCH,CH,NH*(C,Hs),
TEAE- | trietyloaminoetylo- | -OCH,CH,N*(C,Hs)s

dietylo-(2-
QAE- hydroksypropylo) —OCH,CH,N*(C,Hs),CH,CH(OH)CHj;
aminoetylo-

Jedna z istotnych cech charakteryzujacych zloza stosowane w opisywanym typie chromatografii jest
pojemnos$¢ jonowymieniacza, czyli liczba réwnowaznikow wymienianych jondw (podana w miliwalach)
przypadajaca na 1 g zloza. Ponadto istotng wlasciwoscia jonitu jest jego polarnosé, okreslajaca zakres pH,
w ktorym mozna ztoze stosowaé. Jezeli zakres ten jest szeroki, méwi si¢ o silnym jonowymieniaczu, ktérego
grupy funkcyjne maja charakter mocnych kwasoéw lub zasad. Odpowiednio jonowymieniacze stabe, pracujace
w waskim spektrum pH, posiadaja grupy funkcyjne o charakterze stabych kwasow lub zasad.

Rozdzial w chromatografii jonowymiennej odbywa si¢ na zasadzie odwracalnej adsorpcji czasteczek
o okres$lonym tadunku. Mozna w nim wyr6zni¢ dwa etapy. Pierwszy obejmuje naniesienie mieszaniny biatek
na kolumng¢ chromatograficzng oraz adsorpcj¢ biatek o odpowiednim tadunku. Drugi etap to elucja zwigzanych
bialek, a po jej zakonczeniu regeneracja ztoza, czyli powr6t do stanu wyjsciowego (Rys. 3.13).

1. 2. 3. 4, 5.
Warunki Adsorpcja Poczatek Koniec Regeneracja
poczatkowe rozdzielanegj desorpcji desorpcji

substancji
A B A| e o o S
H A BN S & % L N N oD O

< A O © o
g - AN ¢ o
\-' (_ | A . \\ . ”Q . \7 ) .
O = A u (S L > 0

o0 D A A E B = o & ¢
o0 D A A A T 8 ©
3 Przeciwjony buforowe A Substancja rozdzielana S Jony gradientowe

Rys. 3.13 Etapy chromatografii jonowymiennej na przyktadzie anionitu
wg lon exchange chromatography. Principles and methods. Pharmacia Fine Chemicals
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Elucje biatek zaadsorbowanych na jonicie mozna prowadzi¢ dwoma sposobami. Jednym z nich jest
zmiana pH buforu, ktorym przemywamy ztoze. W przypadku anionitow stosuje si¢ w tym celu bufory o nizszym
pH niz to, w ktérym nanoszono biatka, natomiast w przypadku kationitow uzywa si¢ buforoéw o wyzszym pH niz
pH nanoszonego roztworu biatka.

Druga metoda elucji biatek w chromatografii jonowymiennej jest zwigkszenie sity jonowej eluentu. Mozna tego
dokona¢ zwigkszajac stezenie wczesniej uzywanego buforu, badz tez dodajac do buforu soli obojetnej
(najczesciej KCl1 lub NaCl).

Dobér ztoza oraz warunki chromatografii jonowymiennej sg uzaleznione od specyfiki rozdzielanych
substancji. Nalezy je dostosowaé indywidualnie do potrzeb, kierujac si¢ przede wszystkim zakresem stabilno$ci
biatek. W przypadku biatek o pl przypadajacym w pH kwasnym najwygodniej postuzy¢ si¢ anionitem, nanoszac
proby w buforze o pH wyzszym niz pl rozdzielanych biatek. Natomiast oczyszczajac biatka zasadowe najlepiej
zastosowac kationit, w buforze o pH nizszym niz pl izolowanych czasteczek biatkowych.

3.13.2 Preparacja kwasnej o-glikoproteiny (orozomukoidu) z surowicy wieprzowej
Kolous V. (1965) Biochim. Biophys. Acta 139, 10.

Zasada metody

Orozomukoid wystepuje w surowicy krwi cztowieka i innych ssakow. Jest glikoproteing o masie
czasteczkowej okoto 40—44 kDa. Cechuje go wyjatkowo duza zawarto$¢ cukru (okoto 40% masy czasteczki)
i rozpuszczalno$¢ w 1,2 M kwasie chlorowym (VII) (nadchlorowy). Orozomukoid jest typowym przyktadem
biatka tzw. ostrej fazy, poniewaz jego poziom wzrasta w odpowiedzi na urazy, przewlekle stany zapalne czy
choroby nowotworowe. Poniewaz syntetyzowany jest w watrobie, w przypadku ostrej niewydolnosci tego
organu jego poziom ulega obnizeniu.
Orozomukoid wydzielono m.in. z surowicy czlowieka, wotu, wieprza, szczura. Orozomukoid wydzielony
z surowicy wieprza jest w 70% homologiczny do orozomukoidu cztowieka.

W metodach izolacji tej glikoproteiny z surowicy lub osocza wykorzystuje si¢ jej rozpuszczalno$é
w kwasie chlorowym (VII) (nadchlorowy) oraz wyjatkowo niski punkt izoelektryczny (pI ok.2,5).
W przedstawionej ponizej metodzie zastosowano chromatografi¢ jonowymienng na DEAE-celulozie (anionit) w
pH 3,7. W tym pH pozostate biatka surowicy sg kationami i nie sg zatrzymywane na anionicie, natomiast
orozomukoid z racji niskiego pl bedzie w tym pH anionem i zaadsorbuje si¢ na wymieniaczu. Zwigzang
glikoproteing zwalnia si¢ z kolumny buforem z dodatkiem NacCl (elucja przez zwigkszenie sity jonowej).

Postepowanie

Przygotowanie jonowymieniacza

1. DEAE-celulozg zawiesi¢ w wodzie na okoto 30 minut, nastepnie odsgczy¢ na lejku Biichnera, przenie$¢ do
zlewki zawierajacej 15 objetosci (v/w) 0,5 M HCI (na 1 g wymieniacza 15 ml HCI) i miesza¢ przez okres 30
minut.

2. Ztoze odmy¢ woda do pH okoto 4 i umiesci¢ na czas 30 minut w takiej samej objetosci 0,5 M NaOH.
Ponownie odmy¢ wodg do pH okoto 8 i zawiesi¢ w buforze octanowym o pH 3,7.

3. Zawiesing przemy¢ kilkakrotnie na lejku Biichnera (pod pompa prézniows) buforem octanowym o pH 3,7
celem zrownowazenia ztoza (pH przesaczu powinno by¢ takie samo jak buforu).

Przygotowanie roztworu bialka i rozdzial chromatograficzny

1. Surowice krwi dializowaé¢ 12 godz. do 10 objgtosci buforu octanowego o pH 3,7. Wytracony osad
odwirowac.

2. Do 10 ml wydializowanej surowicy doda¢ okoto 5 g zréwnowazonej do pH 3,7 oraz odsaczonej DEAE-
celulozy i miesza¢ delikatnie na mieszadle magnetycznym przez okres 1-2 godz.

3. Zawiesing przenies¢ do kolumny i odmy¢ buforem octanowym o pH 3,7 do zaniku absorbancji przy 280 nm.
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4. Zwiazany z wymieniaczem orozomukoid eluowa¢ z kolumny buforem octanowym o pH 3,7 zawierajacym
0,9% NaCl. Zbiera¢ frakcje o objetosci 2 ml.

5. Frakcje o warto$ciach absorbancji przy 280 nm powyzej 0,1 potaczy¢ i dializowaé do wody przez noc.

6. W otrzymanym preparacie na nastgpnych ¢wiczeniach wykazaé obecno$¢ reszt cukrowych testem

dyfuzjnym z lektynami (rozdziat 3.12) oraz oznaczy¢ procentowg zawarto$§¢ cukrow metoda fenolowa
(rozdziat 5.4.2)

Materialy i odczynniki

- DEAE-celuloza

- 0,5MHCI

- 0,5M NaOH

- bufor octanowy o pH 3,7: zmiesza¢ réwne objetosci 0,1 M kwasu octowego i 0,01 M octanu sodu
(sprawdzi¢ pH buforu i w przypadku niezgodnos$ci doda¢ jednego ze sktadnikow)

- bufor octanowy o pH 3,7 z 0,9%NacCl

- surowica krwi wieprzowej

3.13.3 Preparacja trypsyny z trzustki bydlecej
Wilimowska-Pelc A., Mejbaum-Katzenellenbogen W. (1978) Anal. Biochem. 90, 816-820.

Zasada metody

Trypsyna jest proteinazg wydzielang przez trzustke w postaci nieaktywnego proenzymu — trypsynogenu.
Proenzym ulega autoaktywacji lub jest aktywowany przez enterokinazg do trypsyny w dwunastnicy. Wigkszos¢
metod preparacji tego enzymu polega na ekstrakcji biatek trzustki do 0,25 M kwasu siarkowego, a nastepnie ich
frakcjonowaniu siarczanem (VI) amonu. Uzyskany enzym dodatkowo oczyszcza si¢ metoda chromatografii
powinowactwa na ztozach z immobilizowanymi inhibitorami tego enzymu.

W opisanej metodzie wykorzystano do ekstrakcji biatek trzustki 5% kwas trichlorooctowy, w ktorym
trypsynogen jest przez pewien okres czasu rozpuszczalny, po czym wytraca si¢ z ekstraktu w postaci osadu.
Trypsynogen rozpuszczony w $rodowisku zasadowym w obecno$ci CaCl, ulega autoaktywacji do trypsyny.

Postepowanie

Uwaga! Preparacje przeprowadzi¢ w temp. 0—5°C.

1. Zamrozone trzustki bydlgce czesciowo rozmrozic w temp. pokojowej, zmieli¢ w mitynku do migsa
i zmiesza¢ z dwoma objetosciami 5% kwasu trichlorooctowego (2 | /kg tkanki). Ekstrakcje prowadzi¢ przez
1 godz. przy statym mechanicznym mieszaniu. Nastgpnie calo$¢ wirowac przy okoto 3 000 obr./min.

2. Plyn znad osadu szybko przesaczy¢ przez bibule filtracyjng lub podwdjng warstwe flizeliny (najlepiej na
lejku Biichnera pod pompa prézniowa) i pozostawi¢ na okoto 24 godz. Wypadajacy osad odwirowaé przy
okoto 3 000 obr./min i zawiesi¢ w 0,05 M HCI (50 ml/kg tkanki).

3. Catos¢ dializowaé do okoto 100 objetosci 0,05 M HCI przez okres 24—48 godz.

Opalizujgcy roztwor doprowadzi¢ 0,1 M NaOH do pH 5,6. Wypadajacy osad usung¢ przez wirowanie.

5. Plyn doprowadzi¢ do pH 8, doda¢ CaCl, do koncowego stgzenia 0,1 M, pozostawié na okres okoto 10 godz.
Po tym czasie trypsynogen aktywuje si¢ do trypsyny.

Uzyskany roztwor enzymu dializowaé do 100 objetosci 1 mM HCIl i zliofilizowac.

&

Uwagi
Z kilograma trzustki uzyskuje si¢ okoto 1 g czystego enzymu.
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Materialy i odczynniki

- zamrozone trzustki bydlgce
- 5% kwas trichlorooctowy

- 0,06 M HCI

- CaCIZ

- 0,1 M NaOH

3.13.4 Zastosowanie chromatografii powinowactwa w preparatyce bialek

W chromatografii powinowactwa (swoistej sorpcji) wykorzystuje sie zdolno$¢ izolowanego zwiazku
do specyficznego rozpoznania i odwracalnego zwigzania z ligandem immobilizowanym na nieruchomym
no$niku (Rys. 3.14). Technika ta znalazla zastosowanie w badaniach podstawowych, preparatyce i analizie
licznych zwigzkow biologicznych (enzyméw, inhibitorow, przeciwcial, kwasow nukleinowych i in.), a nawet
komorek czy fagow.

Wyréznia si¢ kilka technik chromatografii swoistej sorpcji bialek, najwazniejsze to: chromatografia
biopowinowactwa, chromatografia powinowactwa hydrofobowego, chromatografia kowalencyjna oraz
chromatografia powinowactwa do jondw metali cigzkich (chelatujaca).

W chromatografii biopowinowactwa wykorzystuje si¢ powinowactwo biologiczne oczyszczanego biatka
do unieruchomionego liganda (np. oddziatywanie enzym-inhibitor, antygen-przeciwciato, lektyna-glikoproteina).
Chromatografia powinowactwa hydrofobowego opiera si¢ na oddziatywaniach hydrofobowych pomiedzy
hydrofobowymi cze$ciami czasteczki biatkowej a hydrofobowym adsorbentem.

W chromatografii powinowactwa do jonéow metali cigzkich wykorzystuje si¢ fakt tworzenia przez histydyne,
cysteing i tryptofan kompleksow z jonami metali cigzkich. Adsorbentem jest zwykle ztoze Sepharose zwiazane
z ligandem o wlasciwosciach chelatujacych.

Chromatografia kowalencyjna (chemisorpcja) polega na tym, ze zwigzek izolowany wigze si¢ kowalencyjnie
z nos$nikiem poprzez tworzenie mostkow disiarczkowych.

Stata dysocjacji kompleksu ligand—izolowany zwiazek powinna si¢ zawiera¢ w granicach od 107
do 10°® M. Jezeli jest wicksza od 10 M prawdopodobiefistwo zwiazania na kolumnie jest mate, natomiast gdy
jest mniejsza od 10 M, to izolowany zwiazek bedzie trudno zwalniat si¢ z kompleksu z ligandem.

Immobilizacja liganda

Pierwszym etapem procesu chromatograficznego jest immobilizacja liganda, obejmujgca aktywacje
ztoza 1 zwigzanie z nim liganda. Powszechnie stosuje si¢ immobilizacj¢ liganda na ztozu poprzez wigzanie
kowalencyjne, jonowe albo fizyczng adsorpcj¢. Poza tym mozna wykorzystywaé sieciowanie odpowiednimi
reagentami, bez uzycia jakichkolwiek nosnikow, oraz putapkowanie w zelu lub mikrokapsutkach, gdzie ligand
pozostaje jedynie ograniczony polprzepuszczalng membrang polimerowa.

Ligandami mogg by¢ enzymy, inhibitory, antygeny, przeciwciata, lektyny, kwasy nukleinowe, witaminy,
hormony a nawet cate komorki.

Aktywacja zloza ma na celu przeprowadzenie wybranych grup obecnych na powierzchni nos$nika
(aminowych, karboksylowych, hydroksylowych lub sulfhydrylowych) w wysoce reaktywne pochodne zdolne
do tworzenia wigzan z odpowiednimi grupami funkcyjnymi liganda (aminowymi, karboksylowymi,
hydroksylowymi lub sulfhydrylowymi). W zaleznos$ci od rodzaju aktywowanych grup nosnika (lub wysiggnika)
oraz wyboru grup funkcyjnych liganda, przez ktore bedzie zwigzany, stosowanych jest wiele metod aktywacji
ztoza.

Najpowszechniej wykorzystywang jest aktywacja grup hydroksylowych agarozy (lub innego nosnika,
posiadajacego na powierzchni grupy —OH) za pomocg bromocyjanu (Rys. 3.15, rozdziat 3.13.4.1). Inng metoda
jest aktywacja zloza za pomocg diwinylosulfonu (Rys. 3.16, rozdziat 3.13.4.2). W obu przypadkach
otrzymujemy pochodne zdolne do reagowania z grupami aminowymi liganda, a w przypadku aktywacji
diwinylosulfonem dodatkowo z grupami hydroksylowymi i sulfhydrylowymi.

Wydajno$¢ wiazania liganda z nosnikiem zalezy od dostgpnosci grup aktywnych noénika, pH,
temperatury, sity jonowej oraz st¢zenia liganda. Warunki immobilizacji powinny by¢ tak dobrane, aby nie
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zdenaturowa¢ liganda i nie zastania¢ badz nie eliminowaé grup, ktére maja uczestniczy¢ w oddziatywaniu
z izolowanym zwigzkiem.

Niekiedy, zwlaszcza w przypadku ligandow o niewielkich rozmiarach, aby unikna¢ konfliktow
sterycznych w oddziatywaniu z izolowanym zwigzkiem, stosuje si¢ kilkuweglowe wysiegniki (grupy
dystansowe, odstepniki) alifatyczne lub aromatyczne, na ktorych bedzie zwiagzany ligand (Rys. 3.14). Zwykle nie
stosuje si¢ wysiggnikow diuzszych niz szeSciowegglowe. Wysiegniki przytacza si¢ do zloza w analogiczny
sposob jak ligandy.

IZO0LOWANY
o] s oo < A

Rys. 3.14 Schemat oddzialywan w chromatografii powinowactwa

Nosniki wykorzystywane w chromatografii powinowactwa powinny posiadac:

- budowg chemiczng zapewniajaca im odporno$¢ i niezmienno$¢ wilasciwosci fizykochemicznych w czasie
immobilizacji i chromatografii, a wigc powinny by¢ niewrazliwe na zmiany pH, sity jonowej, detergenty,
rozpuszczalniki organiczne,

- odpowiednie grupy chemiczne niezb¢dne do zwigzania liganda,

- odpowiednig wielko§¢ 1 porowato$¢ ziaren, zapewniajaca duzg powierzchni¢ do wiazania liganda,
a w trakcie rozdziatu tatwy dostep izolowanych czasteczek o duzej masie do immobilizowanego liganda,

- odpowiednie wtasciwosci hydrofobowe i hydrofilowe,

- dobre parametry przeptywu, zapewniajace szybki przeptyw roztwordw,

a ponadto powinny nie wykazywaé zdolnosci do adsorpcji niespecyficznej, ktéora moze by¢é powodem

sterycznego blokowania liganda przez biatka balastowe.

Najczesciej wykorzystywane nosniki w chromatografii powinowactwa biatek to zele agarozowe:
Sepharose 4B, Sepharose 6B, AH-Sepharose 4B — (posiadajaca 6-weglowodorowy wysiegnik zakonczony grupa
aminowa), CH-Sepharose 4B (posiadajaca 6-weglowy wysiegnik zakonczony grupa karboksylowa), Thiol-
Sepharose (posiadajaca glutationowy wysiegnik niezbedny w chromatografii kowalencyjnej). Czgsto stosuje si¢
takze inne ztoza bgdace polimerami cukrow (np. celuloza, Sephadex) lub akryloamidu. W chromatografii
powinowactwa wykorzystuje si¢ rOwniez no$niki nieorganiczne, np. krzemionke i szkto porowate.

Przebieg procesu chromatograficznego

Klasyczng chromatografi¢ powinowactwa, majaca na celu wyizolowanie pozadanego zwigzku
znajdujacego si¢ w mieszaninie, przeprowadza si¢ na zlozu upakowanym w kolumnie. Faza ruchoma moze
przeptywaé przez nig grawitacyjnie lub pod zwigkszonym ci$nieniem (dzigki zastosowaniu pomp). W metodach
analitycznych czgéciej wykorzystywana jest chromatografia wysokoci$nieniowa (HPLC).
Tradycyjna chromatografia powinowactwa przebiega kilkuetapowo i obejmuje:
- zrownowazenie ztoza w warunkach, w ktorych bedzie prowadzona sorpcja
- selektywne zwigzanie wydzielanego zwigzku, komoérek lub fagéw w warunkach zapewniajacych interakcje

z ligandem

- odmycie niewigzacych si¢ substancji
- elucja roztworem obnizajacym lub niwelujagcym oddziatywanie wydzielanego zwigzku z ligandem
- regeneracja zloza

Zwolnienie materialu zwigzanego na ztozu nastgpuje w wyniku zmiany pH, sity jonowej, temperatury,
obnizenia polarnosci eluatu, jak roOwniez zastosowania konkurencyjnego zwiazku silniej wigzacego si¢
z ligandem albo izolowanym zwigzkiem lub powodujacym zmiang struktury biatka (np. sole chaotropowe,
chlorowodorek guanidyny lub mocznik).

Zastosowanie chromatografii powinowactwa
Chromatografia powinowactwa jest stosowana w preparatyce biatek i peptydow wystepujacych
naturalnie, a takze uzyskiwanych na drodze inZynierii genetycznej lub syntezy chemicznej. Stosujac t¢ metode,
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mozna rowniez oddzieli¢ biatka zdenaturowane Iub nieprawidlowo sfaldowane od tych, ktore posiadaja
wilasciwg strukture zapewniajaca im aktywnos$¢. Ponadto za pomocg chromatografii immunopowinowactwa
(z zastosowaniem przeciwcial) mozna izolowac i badac biatka genetycznie spokrewnione.

Chromatografia powinowactwa ze wzglgdu na uzyteczno$¢, wynikajaca z selektywnosci i duzej
wydajnosci procesu izolacji, znalazta szerokie zastosowanie w roznych gatgziach przemyshu (farmaceutyczny,
kosmetyczny, spozywczy).

3.13.4.1 Immobilizacja konkanawaliny A na Sepharose 4B po aktywacji bromocyjanem
March S.C., Parikh I., Cuatrecasas P. (1974) Anal. Biochem. 60, 149-152.

Zasada metody

Aktywacja ztoza posiadajacego na swojej powierzchni wolne grupy hydroksylowe umozliwia uzyskanie
wysoce reaktywnych pochodnych Kkarboiminowych zdolnych do reakcji z grupami aminowymi
immobilizowanego liganda lub wysiggnika (Rys. 3.15). Reakcja wigzania liganda z Sepharose 4B jest
najbardziej efektywna w granicach pH 8-10, kiedy wiekszo$¢ wolnych grup aminowych liganda jest
nieuprotonowana. Najczgéciej stosuje sie¢ 0,2 M bufor weglanowy zawierajacy 0,5 M NaCl o pH 8,5-9,0.
Obecnos¢ NaCl minimalizuje elektrostatyczne oddzialywania pomi¢dzy czasteczkami biatka.

Stezenie liganda nie moze by¢ za wysokie ze wzgledu na powstajace niespecyficzne oddziatywania
pomiedzy czasteczkami liganda i pomigdzy ligandem a nosnikiem. Dla biatkowych ligandéow poleca sig
stosowac stezenie 5—10 mg biatka /ml zelu.

Wiazanie zachodzi po okoto 2 godzinach w temp. pokojowej lub po okoto 20 godz. w temp. 0-5°C.
Korzystniejsze jest wigzanie w niskiej temperaturze przez dtuzszy okres czasu.

Poniewaz nie wszystkie zaktywowane grupy no$nika ulegaja potaczeniu zligandem nalezy
je zablokowa¢ przez dodanie odczynnikéw bedacych zrodtem wolnych grup aminowych. Aby usuna¢ ligand
zwigzany nickowalencyjnie z nosnikiem, stosuje si¢ przemywanie ztoza duzymi objetosciami buforow
na przemian o pH kwasnym i zasadowym, zawierajacych 0,5-1 M NaCl.

NH
I
LoH SNBry, | | o-on HeN-ligand, -O-C-NH-ligand

Rys. 3.15 Aktywacja zloza bromocyjanem i immobilizacja liganda

Postepowanie

1. Do 1 objgtosci Sepharose 4B (odmytej woda od czynnikéw antybakteryjnych) doda¢ 1 objetos¢ wody
i 2 objetosci 2 M weglanu sodu. Catos¢ ustawi¢ w tazni lodowej na mieszadle magnetycznym i zawiesing
wolno miesza¢ pod dobrze dzialajacym wyciagiem.

2. Zwicgkszy¢ szybko$¢ mieszania i doda¢ 0,05-0,1 objetosci (w stosunku do zawiesiny no$nika) bromocyjanu
rozpuszczonego uprzednio w acetonitrylu (2 g CNBr /ml). Mieszaé intensywnie przez okres 1-2 minuty
w temp. 4°C. Nastgpnie zawiesing przenie$¢ na lejek Biichnera, odsaczy¢ i przemy¢ kolejno 5-10
objetosciami: 0,1 M Na,COs, wody i 0,1 M NaHCO; (pH 8,0) lub innym buforem o pH 8,0 bez wolnych
grup aminowych.

3. Zaktywowany nos$nik bezzwlocznie zawiesi¢ w rownej objetosci buforu do immobilizacji, zawierajacego
5-10 mg lektyny na 1 ml ztoza i 0,1 M metyloglukozyd lub 0,1 M metylomannozyd. Wigzanie powinno
zachodzi¢ przez okres 16-20 godz. w 4°C przy delikatnym mieszaniu.

4. Nieprzereagowane grupy karboiminowe nosnika nalezy zablokowa¢ dodajac glicyny do koncowego stezenia
1 M, po uprzednim odsaczeniu Con A-Sepharose 4B i przemyciu kilkoma obj¢tosciami 0,1 M NaHCOs.
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5. Nosnik z immobilizowana lektyna przemy¢ intensywnie 5-10 objgtosciami 0,1 M NaHCOs3, a nastgpnie
buforem, ktory bedzie uzywany do chromatografii powinowactwa. W przypadku Con A bufory
przemywajace powinny zawiera¢ jony metalu niezb¢dne do zachowania odpowiedniej konformacji lektyny
(CaCly, MnCl; i MgCl, w stezeniu 1 mM).

6. Con A-Sepharose 4B nalezy przechowywaé¢ w 0,1 M buforze octanowym o pH 6, zawierajacym 1 M NaCl
i wymienione wyzej jony metalu w stezeniu 1 mM z dodatkiem 0,02% mertiolatu.

Materialy i odczynniki
- konkanawalina A (Con A)
- Sepharose 4B
- 2Mi0,1 M weglan sodu
- bromocyjan rozpuszczony w acetonitrylu (2 g CNBr /ml) Uwaga! Trucizna!
- 0,1 M NaHCO; (pH 8,0)
- 0,1 M metyloglukozyd lub 0,1 M metylomannozyd
- glicyna
- 1M NaCl
- CaCl,, MnCl, i MgC|2
0,1 M bufor octanowy, pH 6 zawierajacy 1 M NaCl oraz 1 mM CaCl,, MnCl, i MgCl,

3.13.4.2 Immobilizacja trypsyny na Sepharose 4B po aktywacji diwinylosulfonem

Pepper D.S. Practical Protein Chromatography. (Kenney, A., Powell, S. red.), Humana Press, Totowa, New
Jersey 1992, 181-183.

Zasada metody

Aktywacja agarozowego ztoza Sepharose 4B (lub innego nosnika posiadajgcego na powierzchni wolne
grupy hydroksylowe) za pomocag diwinylosulfonu (DVS) prowadzi do uzyskania wysoce reaktywnych
pochodnych, do ktorych moga przylaczaé si¢ ligandy lub wysiegniki poprzez grupy aminowe, hydroksylowe lub
sulfhydrylowe (Rys. 3.16). Duzg zalets tej metody jest znacznie mniejsza toksyczno$¢ DVS w poréwnaniu
z bromocyjanem. Niestety, w przypadku niektorych biatek obserwuje si¢ nizszg wydajno$¢ wigzania na ztozu niz
w przypadku aktywacji bromocyjanem.

Ogoblne zasady i warunki aktywacji nosnika diwinylosulfonem oraz immobilizacja biatek tg metoda
sg analogiczne do metody z wykorzystaniem bromocyjanu, opisanej szczegdtowo w rozdziale 3.13.4.1.

oH Y5, [ L 0-CH,-CH,-50,-CH=CH;
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HO-ligand _ -O-CHz-CHz- 50~ CHa- CH,-0- ligand

HeN-ligand, | O-CH;-CHa-50,-CHz- CHa-NH-ligand
HS-ligand .
—_ganc,, ~0-CH;-CHz-50,-CHz- CH,-S-ligand

Rys. 3.16 Aktywacja zloza diwinylosulfonem i immobilizacja liganda

Postepowanie

1. 100 g przemytej woda i odsaczonej Sepharose 4B zawiesi¢ w 250 ml 0,1 M weglanu sodu (pH ok. 11,0).

2. Doda¢ (ciagle mieszajac) 10 ml DVS i wytrzasaé przez ok. 2 godz. w temp. pokojowe;.

3. Aktywowane ztoze odsaczy¢ i przemywaé wodg na lejku Biichnera, az pH przesaczu spadnie do ok. 9,0,
po czym zawiesi¢ w rownej objetosci wody i doprowadzié¢ pH do 7,0 za pomocg 1 M HCI (w tym stanie Zel
moze by¢ przechowywany ok. 1 roku).

4. Ztoze odsaczy¢, przemy¢ woda, dodaé do trypsyny rozpuszczonej w 0,05 M buforze boranowym o pH 9,0
2 0,02 M CaCl; (w iloéci 30 mg biatka na 1 g zelu) i wytrzasaé przez noc w temp. pokojowej.

5. Zloze odsaczy¢, przemy¢ woda i blokowaé aktywowane, niezwigzane z ligandem grupy nosnika przez
dodanie rownej objetosci 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0 z 0,02 M CaCl, delikatnie mieszajac przez 3 godziny.
Tak przygotowane ztoze jest gotowe do uzycia.

6. W przypadku dluzszego przechowywania ztoza nalezy przemy¢ je kilkoma objgtosciami wody i 0,001 M
HCl z 0,02 M CaCl,.

Materialy i odczynniki
- Sepharose 4B
- trypsyna bydleca
- diwinylosulfon (DVS)
- 0,1 M weglan sodu
- 0,05 M bufor boranowy, pH 9,0 z 0,02 M CaCl,
- 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0 2 0,02 M CacCl,
0,001 M HCI z 0,02 M CaCl,
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3.13.5 Wysokosprawna chromatografia cieczowa odwroconej fazy (RP-HPLC)

HPLC oznacza kolumnowa wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa. Nazwa tej metody rozdzielania

i analizy zwigzkow jest akronimem angielskiego okreslenia High Performance Liquid Chromatography
(wysokosprawna chromatografia cieczowa) lub High Pressure Liquid Chromatography (wysokoci$nieniowa
chromatografia cieczowa).
Zaleta tej metody jest wysoka rozdzielczos¢, skrocony czas rozdziatu chromatograficznego i powtarzalnosée
uzyskiwanych rozdziatow. Jest to zwiazane z zastosowaniem odpowiednich drobnoziarnistych i porowatych z16z
(wypehien kolumny), cechujacych si¢ duzg wytrzymalosciag mechaniczng, bgdacych najczesciej pochodnymi
krzemionki oraz prowadzeniem chromatografii pod zwigkszonym ci$nieniem, zwykle od 500 do 5 000 psi (psi —
pound per square inch; 1 psi = 6,895 x 10° Pa = 7,03 x 10% atm = 51,74 mm Hg). Ziarna z16z stosowanych
w HPLC majg zwykle $rednice 3—10 um (w klasycznej chromatografii 75—-600 um) i posiadaja pory o $rednicy
80-300 A.

Technika HPLC jest powszechnie wykorzystywana do rozdzialu m.in. zwigzkow biologicznych
w oparciu o chromatografie roéznego typu: adsorpcyjna, podzialowa, jonowymienna, hydrofobowa,
powinowactwa czy filtracj¢ zelowa. Rodzaj zastosowanej chromatografii jest zwigzany z wyborem wypelnienia
kolumny, na ktorej jest prowadzony rozdziat.

W zalezno$ci od wilasciwosci polarnych fazy stacjonarnej (ztoze, ktorym jest wypetniona kolumna)
i fazy ruchomej (eluent przeptywajacy przez kolumng), mozemy moéwi¢ o rozdziale chromatograficznym
prowadzonym w normalnym lub odwréconym uktadzie faz. W pierwszym przypadku stosuje si¢ polarne fazy
stacjonarne i fazy ruchome o mniejszej od nich polarnosci. W odwroéconym uktadzie faz, faza stacjonarna jest
stabo polarna lub niepolarna, natomiast faza ruchoma jest od niej bardziej polarna.

W chromatografii w odwroconych fazach — RP-HPLC (ang. reversed phase HPLC) — wykorzystuje si¢
oddziatywania hydrofobowe rozdzielanych zwigzkdéw, np. peptydow czy biatek, z hydrofobowymi ligandami
(tancuchy alkilowe zbudowane zwykle z4-18 atomow wegla) znajdujacymi si¢ na powierzchni nosnika
(najczgsciej krzemionka).

Rozdziat chromatograficzny mozna przeprowadzi¢ dwiema metodami, stosujac elucje izokratyczna

lub gradientowg. W czasie elucji izokratycznej sktad fazy ruchomej nie ulega zmianie, natomiast w elucji
gradientowej w czasie trwania chromatografii sktad eluentu zmienia si¢, a rozdzial przebiega kilkuetapowo.
Chromatografia rozpoczyna si¢ od naniesienia mieszaniny rozdzielanych zwigzkow na kolumne¢ zrownowazona
polarng faza ruchomg — dejonizowana woda z dodatkiem kwasu np. 0,1% roztwér TFA (kwasu
trifluorooctowego) w wodzie lub buforem o niskiej sile jonowej i niskim pH, co sprzyja wielopunktowemu
i silnemu zwigzaniu rozdzielanych czasteczek ze ztozem. Po odmyciu niezadsorbowanych czasteczek roztworem
startowym, zwigksza si¢ udziat rozpuszczalnika niepolarnego (np. acetonitrylu) w fazie ruchomej, co powoduje
zwolnienie (elucje¢) rozdzielanego zwiazku, np. desorpcje¢ biatka ze ztoza.
Poza wymienionym uktadem woda (czy doktadniej 0,1% roztwér TFA w wodzie) — acetonitryl, w RP-HPLC
czesto stosuje si¢ uktad woda — metanol. Poniewaz zastosowanie niepolarnych odczynnikow organicznych moze
powodowa¢é zniszczenie struktur I1I- i IV-rzedowych biatka i tym samym utrat¢ aktywnosci np. przez enzymy,
RP-HPLC najczgsciej stosuje si¢ do rozdziatu peptydéw, w przypadku ktorych rozpuszczalniki organiczne nie
powodujg istotnych zmian strukturalnych.

Analizy HPLC prowadzi sie¢ za pomocg kilkusktadnikowych systeméw zwanych chromatografami
cieczowymi (Rys. 3.17). W ich sktad wchodza:

- jednostka sterujgca pracg systemu (w niektérych modelach jej funkcje pelni komputer, ktory steruje
uktadem wykorzystujgc odpowiednie oprogramowanie)

- kolumna, na ktérej prowadzimy rozdzial, niekiedy umieszczona w termostatowanym plaszczu grzejnym,
zapewniajacym odpowiednig temperature rozdzialu, czasami wyzsza niz temperatura otoczenia

- pompy wysokoci$nieniowe podajace na kolumng roztwory fazy ruchomej o odpowiednim sktadzie, ilo$ci
i pod odpowiednim ci$nieniem

- mieszalnik, w ktérym nastepuje doktadne wymieszanie sktadnikow fazy ruchome;j

- petla dozownika prob (ang. injector) zwykle o objetosci od 10 pl do 10 ml, do ktorej za pomoca strzykawki
nanosimy odpowiednig objetos¢ probki

- detektor umozliwiajacy analize zwiazkdéw eluujacych si¢ z kolumny

Niekiedy w sktad systemu HPLC wchodza takze:
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- filtr przedkolumnowy lub przedkolumna (prekolumna), zatrzymujace zanieczyszczenia obecne w eluencie
lub rozdzielanej probee, chroniace kolumng przed zniszczeniem lub szybkim zuzyciem

- automatyczny podajnik prob (autosampler), zastgpujacy reczne nastrzykiwanie prob na kolumne

- kolektor frakcji

REZERWUAR -
FAZY , E g -
RUCHOMEJ PLASZCZ GRZEJNY
At [ DETERToR | i
S 3 & FRAKCJI
REZERWUAR a g ] -g D
FAZY -
RUCHOMEJ E REJESTRATOR

I

PROBKA

AUTOSAMPLER

Rys. 3.17 Schemat systemu HPLC
Kolorem szarym zaznaczono elementy systemu, ktore nie sq konieczne do przeprowadzenia rozdziatu w HPLC; strzatki w kolorze czarnym
wskazujq kierunek przeptywu eluentu w systemie HPLC.

Faza ruchoma moze sktada¢ si¢ z jednego rozpuszczalnika lub mieszaniny kilku rozpuszczalnikow.
Roztwory (eluenty) stosowane w HPLC powinny by¢ bardzo czyste, przeznaczone specjalnie do chromatografii
— jakosci ,,HPLC grade”. W przypadku samodzielnego sporzadzania eluentow, powinny by¢ przesgczone przez
filtr o $rednicy poréw 0,22 pum. Przy wyborze sktadu fazy ruchomej nalezy wzig¢ pod uwage rodzaj
rozdzielanych czasteczek, rodzaj nosnika, ktorym zostata wypetniona kolumna i typ detekcji.

Przed przystgpieniem do rozdziatu chromatograficznego wszystkie roztwory powinny by¢ odgazowane.
Odpowietrzenie roztworOw jest warunkiem wlasciwego rozdziatu, poniewaz zapobiega powstawaniu
pecherzykow gazu, ktére moga powodowaé niewlasciwa prace pomp (pompa ttoczaca powietrze nie tloczy
roztworu, co przyczynia si¢ do niewlasciwego sktadu lub ilosci fazy ruchome;j), ,,zatkanie” kapilar, ktorymi
przeptywaja roztwory lub zapowietrzenie kolumny. Pecherzyki gazu moga takze zaktdcaé lub uniemozliwiac
detekcje, zwlaszcza w przypadku detektorow z malymi komoérkami pomiarowymi. Ponadto tlen moze
powodowaé wygaszanie sygnalow w przypadku zastosowania detektora fluorescencyjnego. Roztwory mozna
odpowietrza¢ przez przedmuchanie obojetnym gazem (najcze$ciej helem), za pomocg ultradzwigkow
(sonikacja), przez zastosowanie urzadzenia umieszczonego pomigdzy rezerwuarem eluentu i pompa,
wykorzystujacego dyfuzje gazow przez mikroporowate $cianki przewodow teflonowych, przez ogrzanie eluentu
(pod chtodnicg zwrotng) do temperatury zblizonej do jego temperatury wrzenia, pod proéznig.

W HPLC zwykle sg stosowane kolumny wykonane ze stali nierdzewnej, rzadziej ze szkta i polimerow,
wypetnione réznymi zlozami w zaleznosci od wyboru rodzaju chromatografii. Wigkszo$¢ nosnikow jest
zbudowana z krzemionki posiadajacej na powierzchni zwigzane tancuchy alkilowe lub tancuchy alkilowe
zakonczone odpowiednimi grupami funkcyjnymi.

Powszechnie wykorzystywanym nosnikiem w RP-HPLC sg zloza silikonowe (krzemionkowe)
z 18-weglowymi (oktadecylowymi) ligandami zwigzanymi na powierzchni (Rys. 3.18). Przyktadem kolumny
z takim wypelnieniem jest kolumna Nucleosil-300 C-18 (10 pm, 150x4,6 mm) wykorzystywana
do oczyszczania BPTI (rozdzial 3.13.6). Jest to kolumna analityczna wypelniona ztozem Nucleosil
ze zwigzanymi na powierzchni 18-weglowymi lancuchami, o wielkosci ziarna 10 pm, porowatosci 300 A
i wymiarach 150 x 4,6 mm.
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Rys. 3.18 Schemat budowy zltoza krzemionkowego typu C-18

Innym przyktadem kolumny typu C-18 jest kolumna AccQeTag C-18 (4 pum, 150 x 3,9 mm) wykorzystywana
do analizy sktadu aminokwasowego (rozdziat 0).

Poza silnie niepolarnymi ztozami typu C-18, stosuje si¢ ztoza z ligandami o krotszych tancuchach
weglowych i wyzszej polarnosci: C-8, C-4 i C-2. Tego typu fazy stacjonarne mozna wykorzystywaé¢ do rozdziatu
zwigzkow wielkoczasteczkowych.

Probe zawierajaca rozdzielang mieszaning nanosimy na zréownowazong kolumne do petli za pomoca
strzykawki z tgpo zakonczong igla lub za pomoca automatycznego podajnika prob (autosamplera).

Eluat po opuszczeniu kolumny jest kierowany do detektora, gdzie jest analizowany. W zaleznosci
od potrzeb i wlasciwosci fizykochemicznych czasteczek rozdzielanych w HPLC (w chromatografiach réznego
typu) mozemy stosowac roznego rodzaju detektory:

- absorpcji promieniowania UV/VIS mierzace absorbancj¢ eluatu przy jednej dtugosci fali

- absorpcji promieniowania UV/VIS, w ktorych dlugo$¢ fali swiatla, jakie moze by¢ absorbowane przez
wykrywana substancje, jest zmieniana skokowo, umozliwiajac detekcje roznych zwiazkoéw

- absorpcji promieniowania UV z ptynna regulacja dtugosci fali w calym zakresie ultrafioletu, umozliwiajace
po zatrzymaniu przeplywu analizowanego eluatu rejestracj¢ widma absorpcji badanego zwiazku

- fluorescencyjny, mierzacy intensywnos¢ §wiatta emitowanego przez zwiazek zdolny do fluorescencji

- refraktometryczny, mierzacy réznicg wspotczynnika zatamania $wiatta samego eluentu i eluentu, w ktorym
jest rozpuszczony analizowany zwigzek

- elektrochemiczny wykorzystywany do wykrywania zwiazkow organicznych i nieorganicznych
podlegajacym reakcjom elektrochemicznego utlenienia i redukcji

- konduktometryczny, mierzacy przewodnictwo eluatu

- pH-metryczny

- radiometryczny

- spektrometr mas

Zarejestrowana w czasie trwania rozdziatu chromatograficznego zmiana absorbancji eluatu (profil
elucji) nazywana jest chromatogramem, natomiast czas, po ktorym dany zwigzek wyptywa z kolumny to czas
retencji (R,). IloSciowe oznaczanie rozdzielanych zwigzkow oparte jest na pomiarze powierzchni pol
poszczegodlnych szezytow profilu elucyjnego.

Chromatografia w odwréconych fazach HPLC znalazta szerokie zastosowanie m.in. w analizie
i oczyszczaniu bialek. Jest powszechnie wykorzystywana do nastepujacych celow:

- oczyszczanie biatek i peptydow,

- analiza sktadu aminokwasowego,

- identyfikacja aminokwasow w analizie sekwencyjnej bialek z wykorzystaniem np. degradacji Edmana,

- w polaczeniu ze spektrometria masowa znajduje zastosowanie W proteomice, pozwalajac np. na
identyfikacje miejsc glikozylacji bialka.

3.13.6 Preparacja zasadowego inhibitora trypsyny z pluc bydlecych (BPTI)
Wilusz T., Lomako J., Mejbaum-Katzenellenbogen W. (1973) Acta Biochim. Polon. 20, 25-31.

BPTI (ang. bovine pancreatic trypsin inhibitor), znany takze pod nazwg aprotynina, wystepuje
w organach bydlecych: ptucach, trzustce i §liniankach przyusznych oraz innych organach i tkankach, szczegdlnie
tych bogatych w komorki tuczne. Ponadto wydzielono inhibitory homologiczne do BPTI m.in. z surowicy, siary,
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sledziony i przysadki moézgowej przezuwaczy. Inhibitor ten jest zaliczany do rodziny inhibitoréw proteaz
serynowych typu Kunitza.

BPTI jest zbudowany z 58 aminokwaséw (masa czasteczkowa — 6 512 Da), jest silnie zasadowy
(pI wynosi 10,5) i bardzo odporny na ekstremalne warunki $rodowiska np. nie traci aktywnoSci w czasie
krotkiego gotowania w rozcienczonych kwasach lub w czasie inkubacji w 2,5% TCA w temp. 80°C. Jest stabilny
w wysokim pH, natomiast do inaktywacji dochodzi jedynie w pH o warto$ci powyzej pl.

BPTI jest kompetycyjnym inhibitorem licznych proteaz serynowych, wsrod ktorych najsilniejsze
kompleksy tworzy z bydleca p-trypsyna (K, = 1,2 x 10** M) i bydleca o-chymotrypsyna (K, = 1,1 x 102 M™),
a takze z ludzkimi enzymami: a-plazming (K, = 5,3 x 10° M™) i kalikreing osoczowa (K, = 5,7 x 10’ M%),
Dzigki swoim wlasciwosciom inhibitorowym BPTI znalazt zastosowanie kliniczne. Pod nazwa handlowa
TRASKOLAN stosowany jest m.in. w ostrym zapaleniu trzustki, w zapaleniu otrzewnej z zagrozeniem
perforacji i wstrzasu septycznego, w krwotokach pooperacyjnych.

Zasada metody

Przedstawiona ponizej metoda preparacji BPTI z ptuc bydlecych obejmuje kilka etapow, wsrdd ktorych
kluczowym jest chromatografia powinowactwa na Sepharose 4B z immobilizowang trypsyna. Na uwage
zastuguje rowniez etap wytracenia biatek balastowych za pomoca TCA. Z uwagi na niewielkie rozmiary
czasteczki 1 wyjatkows stabilnos¢, BPTI w tych warunkach pozostaje rozpuszczony w supernatancie, nie tracac
swojej aktywnosci.

W czasie chromatografii powinowactwa wykorzystuje sie fakt, iz BPTI jest silnym inhibitorem
kompetycyjnym trypsyny i taczy si¢ z tym enzymem w sposob podobny do substratu. Glowng powierzchnie
kontaktu inhibitora z enzymem tworzy petla wiazaca proteinaze, zawierajaca resztg Lys15 inhibitora idealnie
dopasowang do kieszeni wigzacej substrat w czgsteczce enzymu.

Postepowanie

1. Ekstrakcja inhibitora. 100 g zmielonych ptuc bydlecych ekstrahowaé¢ 300 ml 0,2 M HCI przez godzing
w temp. pokojowej, uzywajac mieszadta mechanicznego. Pod koniec ekstrakcji doda¢ 20 g NaCl
i ekstrahowa¢ okoto 30 minut, ciagle mieszajac. Preparat przesaczy¢ przez gazg, tetre lub geste sito, po
czym wirowa¢ 30 minut przy okoto 5 000 obr./min. Zmierzy¢ objetos¢ supernatantu, pozostawi¢ 1-2 ml
supernatantu do oznaczania biatka i aktywnosci antytrypsynowej. Probke zamrozi¢ (PREPARAT 1).

2. Woysalanie bialek siarczanem (VI) amonu. Biatko wyciagu (supernatantu) wysoli¢ siarczanem (VI) amonu
przy nasyceniu 0,9. S61 dodawac porcjami w ilo$ci 65 g na 100 ml wyciagu przy statym mieszaniu. Preparat
pozostawi¢ w temp. 4°C przez 2—12 godz. Wysolone biatko odwirowa¢ w ciagu 20 minut przy okoto 8 000
obr./min. Osad zawiesi¢ w 30-40 ml wody i ponownie odwirowac. Zebra¢ supernatant, zmierzy¢ objgtos$¢
i pozostawic¢ ok. 1-2 ml preparatu do oznaczania biatka oraz aktywnosci antytrypsynowej (PREPARAT 2).

3. Wytracanie bialek balastowych za pomoca TCA. Biatka balastowe wytraci¢, dodajac do supernatantu
20% TCA (w/v) do koncowego stezenia 4%. Pozostawi¢ w lodéwce na co najmniej godzing (preparat moze
by¢ przechowywany w tej postaci kilka dni). Preparat wirowa¢ 15 minut przy okoto 9 000 obr./min. Osad
odrzuci¢, natomiast supernatant doprowadzi¢ do pH 7,5 za pomocg 1 M NaOH. Zmierzy¢ objetosc,
oznaczy¢ biatko i aktywno$¢ antytrypsynows (PREPARAT 3).

4. Chromatografia powinowactwa (zasade metody omoéwiono w rozdziale 3.13.4).

a. Preparat BPTI nanie$¢ na kolumn¢ o wymiarach 70 x 20 mm, upakowang zlozem Sepharose 4B
z immobilizowana trypsyna, zrownowazong 0,05 M buforem Tris-HCI o pH 7,5 (nanoszenie preparatu
i przemywanie kolejnymi eluentami przeprowadzi¢ z szybkosciag przeptywu 1-2 ml/min). Eluat uzyskiwany
w czasie nanoszenia preparatu zebrac¢ do zlewki i zachowaé do obliczenia bilansu.

b. Po naniesieniu preparatu odmy¢ kolumng od niezaadsorbowanego biatka (w tym takze od nadmiaru
inhibitora), przemywajac ztoze 0,05 M buforem Tris-HCI o pH 7,5, 2 0,5 M NaCl, az do zaniku absorpcji
eluatu przy 280 nm (Agg < 0,02). Eluat potaczy¢ z zebrang wezesniej frakcja nieadsorbujaca si¢. Zmierzy¢
objetos¢, oznaczy¢ biatko i aktywno$¢é antytrypsynowa.

c. Kolumng bardzo doktadnie odmy¢ woda w celu usunigcia buforu Tris-HCI i NaCl, sprawdzajac obecnosc¢
jonow chlorkowych w wyplywie w reakcji straceniowej z 0,01 M AgNQO;.
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8.

Biatko z kolumny eluowaé roztworem 0,01 M HCI zawierajacym 0,25 M NacCl, zbierajac frakcje o objetosci
3 ml, ktorych Agg > 0,05. Frakcje zawierajace biatko potaczy¢, zmierzy¢ objetosé, oznaczy¢ biatko
i aktywno$¢ antytrypsynowa (PREPARAT 4). Preparat BPTI zliofilizowac.

HPLC w ukladzie odwréconych faz (zasad¢ metody omoéwiono w rozdziale 3.13.5). Liofilizat preparatu
BPTI rozpusci¢ w 3 ml wody i przesaczy¢ przez filtr 0,22 pm. Nastrzykna¢ 1 ml preparatu na kolumng
Nucleosil-300 C-18 (10 um, 150 x 4,6 mm) zréwnowazona 0,1% TFA. Po 5 minutach nanoszenia preparatu
w warunkach poczatkowych, prowadzi¢ rozdziat zaadsorbowanych biatek w liniowym gradiencie
acetonitrylu (1%/min) w 0,1% TFA. Zebrane probki wysuszy¢ w wyparce prozniowej. Nastgpnie probki
rozpusci¢ w 0,5-1 ml wody i oznaczy¢ w nich biatko oraz aktywno$¢ antytrypsynowa (PREPARAT 5).

W preparatach uzyskiwanych na poszczegoélnych etapach preparacji oznaczy¢ aktywno$¢ antytrypsynowa
metoda Erlangera (rozdziat 4.5.3.) oraz biatko (w PREPARATACH 1-3 metodg mikrobiuretowsg — rozdziat
0, w pozostalych mierzac Ajgp i stosujac wlasciwy wspolczynnik absorpcji dla BPTI wynoszacy 0,83).
Sporzadzi¢ bilans przeprowadzonej preparacji i wypelni¢ ponizsza tabele, przyjmujac za 1 jednostke
antytrypsynowa (J) taka ilos¢ inhibitora, ktora hamuje 1 pg trypsyny.

objetos¢ akgfr::;l-osc stezenie| bialko |aktywnos$¢|aktywnos$é

preparatu biatka |calkowite| calkowita | wlasciwa
trypsynowa
(il [Py el el | 1| [mg]

etap
preparacji

wydajno$é| stopien
[%] |oczyszczenial

ekstrakcja
wysalanie
siarczanem
amonu
wytracanie
biatek
balastowych
TCA
chromatografial
powinowactwa
RP-HPLC

Oznaczy¢ sktad aminokwasowy biatka z frakcji uzyskanej w RP-HPLC, charakteryzujacej si¢ najwyzsza
aktywnoscig whasciwg (rozdziat 3.14.4).

Materialy i odczynniki

ptuca bydlece

trypsyna immobilizowana na Sepharose 4B (rozdziat 0)
kolumna Nucleosil-300 C-18 (10 pm, 150 x 4,6 mm) firmy Knauer
NaCl

siarczan (V1) amonu

0,2 M HCI

0,01 M HCI z 0,25 M NaCl

1 M NaOH

20% TCA

0,05 M Tris-HCI, pH 7,5

0,05 M Tris-HCI, pH 7,52 0,5 M NaCl

0,01 M AgNO;

3.13.7. Otrzymywanie rekombinowanego bialka w bakteryjnym systemie ekspresyjnym
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Zasada metody:

Jedng z metod wydajnego pozyskiwania biatek jest ich nadprodukcja w bakteryjnych systemach
ekspresyjnych. Do odpowiedniego szczepu bakterii wprowadza si¢ plazmid, w ktorym, pod kontrola wtasciwego
promotora, znajduje si¢ sekwencja nukleotydowa DNA kodujaca rekombinowane biatko. Produkcja biatka jest
uruchamiana w fazie wzrostu wykladniczego bakterii, przez dodanie induktora np. izopropylo-B-D-
tiogalaktopiranozydu (IPTG). Rekombinowane bialka sa akumulowane we wnetrzu komorki lub tez wydzielane
do przestrzeni peryplazmatycznej, badz bezposrednio do pozywki.

Postepowanie:

Transformacja bakterii chemicznie kompetentnych metoda szoku cieplnego

1. Przygotowa¢ dwie porcje bakterii kompetentnych. Do jednej z nich doda¢ ok. 100 ng plazmidu i zamieszac.
Druga porcja bakterii kompetentnych stanowi kontrole.

2. Inkubowa¢ 30 min na lodzie.

3. Probowki z bakteriami przenies¢ na 1 min do bloczka grzejnego/tazni wodnej o temperaturze 42°C,
a nast¢pnie na 2 min do lodu.

4. Do zawiesin bakteryjnych doda¢ po 750 pl ptynnej pozywki LB i hodowaé przez ok. 1 h w temperaturze
37°C z wytrzasaniem.

5. Z probowki zawierajacej transformowane komorki bakteryjne wysia¢ 50 pl hodowli na jedng plytke
z podilozem selekcyjnym. Reszte zawartosci probowki i probe kontrolng zwirowac, a osad bakterii zawiesi¢
w niewielkiej ilosci pozywki LB i wysia¢ na dwie kolejne ptytki: na jedng ptytke hodowlg transformowana,
a na drugg hodowle kontrolna. Ptytki inkubowaé w temperaturze 37°C przez noc.

Przygotowanie prehodowli

1. 100 ml pozywki LB (zawierajacej odpowiednie antybiotyki) zaszczepi¢ pojedyncza kolonig bakteryjna
z plytki i hodowaé wraz z niezaszczepiong porcja pozywki (kontrola) przez noc w wytrzasarce (200 rpm,
37°C).

Nadprodukeja rekombinowanego bialka

1. Do kolby zawierajacej 1 1 pozywki LB i odpowiednie antybiotyki doda¢ 10 ml nocnej hodowli.

2. Hodowle wytrzasa¢ (180 rpm) w temperaturze 37°C, co godzing¢ sprawdzajac gestos¢ optyczng dopoki
AGOO = 0,8

3. Pobra¢ 1 ml hodowli do analizy elektroforetycznej, zwirowaé. Osad zawiesi¢ w buforze do nanoszenia
probek na zel i zamrozié (1%).

4. Do hodowli doda¢ roztwor IPTG do koncowego stezenia 0,5 mM i kontynuowaé inkubacj¢ z wytrzasaniem
w temperaturze 37°C przez ok. 3 h (lub w nizszej temperaturze przez noc).

5. Ponownie pobra¢ 1 ml hodowli do analizy elektroforetycznej, postepujac jak wyzej (2*).

6. Zawiesing bakterii wirowa¢ w probowkach wirowkowych o pojemnosci 0,5 1 (5000 rpm, 8 min, 4°C), osad
zawiesi¢ w 35 ml buforu A (bufor do nanoszenia na kolumne chromatograficzng).

Oczyszczanie bialka (chromatografia powinowactwa)

1. Zawieszony osad przenie$¢ do szklanej zlewki umieszczonej na lodzie i dezintegrowaé ultradzwigkami przez
ok. 15 min (z przerwami).

2. Otrzymang zawiesing wirowa¢ w probowkach wirowkowych o pojemnosci 40 ml (14000 rpm, 30 min, 4°C).

3. Pobra¢ 20 ul supernatantu oraz niewielka ilo$¢ osadu do analizy elektroforetycznej, doda¢ buforu

do nanoszenia probek na zel, zamrozi¢ (3%, 4*).

Kolumne chromatograficzng wypeltniong odpowiednim ztozem zréwnowazy¢ buforem A.

Supernatant rozcienczy¢, dodajac ok. 200 ml buforu A i nanie§¢ z predkoscia przeptywu 1 ml/min

na kolumneg.

6. W trakcie nanoszenia z frakcji bialek niezwigzanych do zloza pobra¢ probke do analizy elektroforetycznej

(5%).

Po naniesieniu rozcienczonego supernatantu kolumne przemy¢ ok. 100 ml buforu A, zbierajac kilka frakc;ji.

8. Kolumng przemy¢ 100 ml buforu B (bufor pluczacy), rowniez zbierajac kilka frakeji, az do spadku
absorbancji przy 280 nm ponizej 0,1.

9. Z frakcji zebranych podczas przemywania kolumny wybraé te o najwyzszej absorbancji przy 280 nm
i przygotowac¢ z nich prébki do analizy elektroforetycznej (6*, 7%*).

o s

~
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10. Nastepnie kolumne przemywac buforem C (bufor elucyjny) zbierajac caty czas frakcje o objetosci ok. 1,5 ml.
Polaczy¢ wszystkie frakcje o absorbancji przy 280 nm wyzszej od 0,5. Przygotowaé probke do analizy
elektroforetycznej zawierajaca ok. 10 pg biatka (8%).

Wymiana buforu w otrzymanym preparacie bialkowym (filtracja zelowa)

Proces filtracji zelowej zostal szczegolowo omowiony w rozdziale 3.9.8.

1. Kolumne¢ PD10 ze ztozem Sephadex G-25 przemy¢ woda, a nastepnie zrownowazy¢ odpowiednim buforem.

2. Na kolumng nanie$¢ roztwor oczyszczonego biatka (ok. 1-2 mg).

3. Kolumng¢ przemywaé buforem, zbierajac frakcje o objetosci 0,5 ml i mierzac ich absorbancj¢ przy 280 nm
(ok. 8 frakcji).

4. Zachowac frakcj¢ o najwyzszej absorpcji do pomiaréw spektralnych i przygotowac z niej probke do analizy
elektroforetycznej (9%).

Analiza elektroforetyczna (SDS-PAGE)

Proces rozdziatu biatek w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych zostat szczegétowo omowiony

w rozdziale 3.11.2.

1. Probki zawierajace zawieszone osady (1*), (2*) i (*4) sonikowa¢ trzykrotnie po 10 s.

2. Wszystkie probki (1*-9%) umiesci¢ na okoto 2-5 min we wrzacej tazni wodnej i nanie$¢ wraz z biatkowym
wzorcem masy na zel poliakrylamidowy.

3. Prowadzi¢ rozdziat elektroforetyczny do momentu az barwnik z buforu do nanoszenia probek na zel znajdzie
si¢ przy krawedzi ptytki (100 V, ok. 1 h)

4. Zel wybarwi¢ przy uzyciu biekitu Coomassiego.

Materialy i odczynniki:

- pozywka LB ptynna,

- pozywka LB stata,

- roztwory odpowiednich antybiotykdéw (w zaleznos$ci od szczepu bakteryjnego oraz plazmidu ekspresyjnego),
-0,5M IPTG,

- bufor A — bufor do nanoszenia na kolumng chromatograficzna,

- bufor B — bufor ptuczacy,

- bufor C — bufor elucyjny,

- bufor do filtracji zelowe;,

- kolumna ze ztozem do chromatografii powinowactwa,

- kolumna PD10 ze ztozem Sephadex G-25,

- bufor do nanoszenia probek na zel SDS-PAGE (rozdziat 3.11.2.),

- odczynniki do elektroforezy w zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE (rozdziat 3.11.2.).

3.14. ANALIZA SKEADU AMINOKWASOWEGO BIALEK

Analiza sktadu aminokwasowego jest powszechnie wykorzystywang metoda identyfikacji i ilosciowego
oznaczania wolnych aminokwaséw pochodzenia biologicznego lub innego oraz uzytecznym narzedziem
pomocnym w oznaczaniu struktury pierwszorzedowej biatek 1 peptydow.

W przypadku bialek i peptydéw pierwszym etapem analizy sktadu aminokwasowego jest hydroliza
wigzan peptydowych, dzigki ktorej uzyskujemy mieszaning wolnych aminokwasow.

3.14.1. Hydroliza wigzan peptydowych

Ze wzgledu na wysokg czulo§¢ metod oznaczania skladu aminokwasowego (rzgdu co najmniej
pikomoli) wszystkie odczynniki oraz probowki, w ktorych prowadzona jest hydroliza, powinny by¢ najwyzszej
jakosci. Zanieczyszczenia pochodzace, np. z niedostatecznej czystosci probowek, kurzu, talku z rekawiczek,
odciskow palcow czy dymu papierosowego moga falszowaé oznaczenia, zawyzajagc poziom Ser czy Gly
W pordwnaniu z faktyczng ilo$cig tych aminokwaséw w probie, a takze moze by¢ powodem duzej zawarto$ci

54



amoniaku w probie. Zanieczyszczenia obecne w analizowanej probie moga pochodzi¢ takze z resztek
sktadnikow buforéw, soli itp. obecnych w roztworze bialka przeznaczonego do hydrolizy. Szczegdlnie
niekorzystna jest obecno$¢ zwigzkow zawierajacych azot, np. posiadajgcych grupy aminowe. Aby wykluczy¢
wplyw zanieczyszczen na poziom oznaczanych aminokwasOw, poza zastosowaniem najwyzszych srodkow
ostroznosci przy sporzadzaniu prob, uzywa si¢ probowek wykonanych z wysokiej jakosci szkla o niskiej
rozszerzalnosci cieplnej (Pyrex), dodatkowo przemywajac je stgzonymi roztworami kwasow i nastgpnie suszac
lub poddajac pirolizie w temp. 500°C w ciggu kilku godzin.

Hydrolizg wigzan peptydowych mozna wykona¢ chemicznie, uzywajac stezonych kwasoéw lub zasad,
albo enzymatycznie.

Hydrolize kwasowa przeprowadza si¢ zwykle w stgzonym roztworze HCI, H,SO, lub mieszaninie
HCI/HCOOH (88-90%) w stosunku 1:1. Standardowo hydrolize kwasowa prowadzi si¢ w 6 M HCI (o stalej
temp. wrzenia) z 0,1% fenolem w temp. 110°C w czasie 24 godz. Po zakonczeniu hydrolizy probki odparowuje
sig.

Stosuje si¢ dwie strategie prowadzenia hydrolizy:

- wroztworze: biatko rozpuszcza si¢ w w/w roztworze kwasu solnego, a nastgpnie probowke odpowietrza sig,
zatapia 1 inkubuje w warunkach opisanych powyze;j.

- w parach HCI, wykorzystujac np. hydrolizator biatkowy, gdzie roztwor HCl umieszczany jest w szczelnie
zamknigtym naczyniu zawierajacym probki biatka w otwartych probowkach, ktére nastepnie jest
odpowietrzane i podgrzewane, w wyniku czego wysyca si¢ parami HCL

Zastosowanie drugiego sposobu hydrolizy jest korzystniejsze, poniewaz zmniejsza si¢ udzial ewentualnych

zanieczyszczen w probie. W czasie hydrolizy kwasowej dochodzi do deaminacji Asn i Gln (odpowiednio

powstaja Asp i Glu), catkowitemu rozktadowi ulega Trp, czgsciowo Ser i Thr oraz Cys, ponadto hydroliza
wigzan peptydowych tworzonych przez Val, lle czy Leu (np. Val-Leu, lle-lle, lle-Val itp.) moze zachodzi¢

z mniejszg wydajnoscig. Aby zapobiec utlenianiu reszt aminokwasowych (np. Met) w czasie hydrolizy biatka,

hydrolize przeprowadza si¢ w prozni. Wymienionym powyzej modyfikacjom mozna zapobiega¢ dodajac do

kwasu solnego odpowiednich odczynnikéw np. dodatek fenolu zapobiega fluorowcowaniu tyrozyny,

a rozkladowi tryptofanu mozna zapobiec prowadzac hydroliz¢ w obecnosci kwasu tioglikolowego. Aby

zwigkszy¢ wydajnos¢ hydrolizy wigzan tworzonych przez Val, Ile i Leu wydtuza si¢ czas hydrolizy do 48 czy 72

godz.

Kolejnym rodzajem hydrolizy, wykorzystywanym w uzupelnieniu do hydrolizy kwasowej jest
hydroliza zasadowa (alkaliczna). Przeprowadza si¢ ja najczesciej w obecnosci: NaOH, KOH lub Ba(OH),. Ten
rodzaj hydrolizy powoduje racemizacj¢ oraz catkowita lub czesciowa destrukcje wielu aminokwaséw m.in. Arg,
Cys, Thr, Ser oraz deaminacj¢ innych. Zaleta hydrolizy zasadowej jest mozliwo$¢ oznaczenia tryptofanu.
Standardowo hydroliz¢ alkaliczng prowadzi si¢ w obecnosci 2—4 M NaOH w temp. 100°C w czasie 4-8 godz.

W hydrolizie enzymatycznej wykorzystuje si¢ roznego typu enzymy proteolityczne (np. subtylizyna,
pronaza). Jej wadami sa trudnos$ci w znalezieniu enzymu o szerokiej specyficznos$ci, dzigki ktorej bylaby
mozliwa catkowita hydroliza analizowanego biatka, zanieczyszczenia aminokwasowe, bedace wynikiem
autodegradacji stosowanego enzymu oraz czas trwania hydrolizy (kilka dni).

3.14.2. Derywatyzacja aminokwaséw

Bezposrednia detekcja i oznaczenie ilo§ciowe aminokwasow sg trudne, dlatego tez przeprowadza si¢ ich
derywatyzacje, czyli chemiczng modyfikacje (gtownie grup aminowych), dzigki ktérej uzyskuje si¢ pochodne
charakteryzujace si¢ niskim progiem detekcji, ktore — w zaleznosci od ich rodzaju — mozna oznaczaé¢ mierzac
fluorescencj¢ albo absorbancje S$wiatta w zakresie widzialnym (analiza kolorymetryczna) lub UV.
Derywatyzacja moze by¢ przeprowadzana przed rozdzialem chromatograficznym hydrolizatu biatka
(derywatyzacja przedkolumnowa) lub po rozdziale chromatograficznym (derywatyzacja pokolumnowa). Ponizej
przedstawiono najczesciej stosowane sposoby derywatyzacji aminokwasow.
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3.14.2.1. Metoda ninhydrynowa

Reakcja aminokwasow z ninhydryng jest czgsto wykorzystywana modyfikacja pokolumnowa, czyli
taka, ktora jest wykonywana po wczesniejszym chromatograficznym rozdziale aminokwasoéw. Przebieg reakcji
szczegotowo przedstawiono w rozdziale 2.6.1.

Produkty reakcji aminokwasow z ninhydryna monitoruje si¢ przy 570 nm (wszystkie aminokwasy z wyjatkiem
proliny tworza pochodne o zabarwieniu fioletowoniebieskim) oraz przy 440 nm (dla pochodnej proliny).
Prog detekeji dla wickszosci aminokwaséw wynosi 10 pmoli, dla proliny — 50 pmoli.

3.14.2.2. Modyfikacja chemiczna z wykorzystaniem aldehydu o-ftalowego

Aldehyd o-ftalowy (OPA) reaguje z pierwszorzedowymi grupami aminowymi w obecnosci zwigzkow
tiolowych (N-acetylo-L-cysteina, 2-merkaptoetanol), tworzac wysoce fluoryzujace pochodne izoindolowe
(rozdziat 2.6.3, Rys. 2.11). Prolina (iminokwas) reaguje z OPA po utlenieniu np. podchlorynem sodu.
Fluorescencj¢ uzyskanych pochodnych monitoruje si¢ przy 450 nm po wzbudzeniu przy 348 nm.

Prog detekeji dla aminokwasow derywatyzowanych OPA wynosi kilkadziesiagt pikomoli.
Metoda ta jest najczg$ciej wykorzystywana do derywatyzacji pokolumnowej; mozliwa jest rowniez
derywatyzacja przedkolumnowa z wykorzystaniem OPA.

3.14.2.3. Metoda AccQ-Tag
Cohen S.A., Michaud D.P. (1993) Anal. Biochem. 211, 279-287.

Metoda AccQeTag jest wykorzystywana do derywatyzacji przedkolumnowej i opiera si¢ na reakcji
w $rodowisku zasadowym (bufor boranowy) pierwszo- i drugorzegdowych grup aminowych i karbaminianu
6-aminochinolino-N-hydroksybursztynyloimidu (AQC), w wyniku czego powstaja wysoce stabilne (tydzien
wtemp. pokojowej) pochodne mocznikowe aminokwasow (Rys. 3.19), fluoryzujace przy 395 nm
po wzbudzeniu przy 250 nm. Dla wszystkich aminokwaséw derywatyzacja przebiega w ciagu minuty w temp.
pokojowej; zeby uzyskaé¢ odpowiednig pochodng tyrozyny, probke dodatkowo inkubuje si¢ w temp. 55°C przez
10 minut.
Prog detekeji dla aminokwasoéw derywatyzowanych ta metoda wynosi 40—320 femtomoli, z wyjatkiem cysteiny
— 800 femtomoli. Pochodne aminokwas6w mozna réwniez monitorowaé mierzac ich absorbancj¢ przy 254 nm,
jednak ten typ detekcji jest 10-100 razy mniej czuty niz fluorescencja.

o]
H
R1 = N\C’O\N
HN + - i
R2 N Oo
aminokwas AQC

pierwszo- lub drugorzedowy

derywatyzowany aminokwas N-hydroksybursztynyloimid
Rys. 3.19 Modyfikacja aminokwaséw metodg AccQ*Tag
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W  czasie  derywatyzacji  nadmiar  reagentu  hydrolizuje do  6-aminochinoliny  (AMQ),
N-hydroksybursztynyloimidu i dwutlenku wegla (Rys. 3.20).

O
N, o
= N s \N
Cc
N %o
AQC
0]
= NH2 HO\N
+ + co,

NS

N O

6-aminochinolina N-hydroksybursztynyloimid
AMQ

Rys. 3.20 Hydroliza AQC

3.14.2.4. Przedkolumnowa derywatyzacja z wykorzystaniem fenyloizotiocyjanianu

Fenyloizotiocyjanian (PITC) reaguje z grupami aminowymi tworzac pochodne fenylotiokarbamoilowe
— PTC-aminokwasy (Rys. 3.21), ktore mozna monitorowaé mierzac absorbancje przy 245 nm. Metoda
znakowania aminokwasow przy pomocy PITC jest wykorzystywana takze w degradacji Edmana.
Prog detekeji dla wigkszosci aminokwasow zmodyfikowanych ta metoda wynosi 1 pmol.

CI:OOH ﬁ CIZOOH
@—NzCzs + HN—C—H —— N—C—N—C—H

R H R
PITC aminokwas PTC-aminokwas

Rys. 3.21 Modyfikacja aminokwaséw z wykorzystaniem fenyloizotiocyjanianu (P1TC)

3.14.2.5. Metoda dinitrofenylowania

FDNB (1-fluoro-2,4-dinitrobenzen) reaguje w srodowisku zasadowym z grupami aminowymi (a takze
z grupami —SH cysteiny, —OH tyrozyny i pierScieniem imidazolowym histydyny), tworzac dinitrofenylowe
pochodne aminokwaséw — DNP-aminokwasy (Rys. 3.22) o zo6ttej barwie, ktéore mozna monitorowac
spektrofotometrycznie przy 435 nm. Prog detekcji aminokwasow derywatyzowanych ta metoda wynosi 10-100
nmoli.

GOOH COOH
OZNQF + HZN—g—H —— OzNAQfI}I—CI:—H + HF
R H R
NO, NGO,
FDNB aminokwas DNP-aminokwas

Rys. 3.22 Modyfikacja aminokwasow z wykorzystaniem 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenu (FDNB)
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3.14.2.6. Metoda dansylowania

Chlorek dansylu (DNS — chlorek 1-dimetylaminonaftyleno-5-sulfonylu) reaguje z grupami aminowymi
tworzac pochodne dansylowe — DNS-aminokwasy (Rys. 3.23), charakteryzujace sie silng fluorescencjg przy 470
nm po wzbudzeniu przy 330 nm. Pochodne dansylowe aminokwaséw mozna takze monitorowa¢ mierzac ich
absorbancj¢ przy 254 nm.
Prog detekeji aminokwasow derywatyzowanych ta metoda wynosi 0,1-1 nmoli.

?OOH
DN P o
HC, +  HN—C—H HC. H R + HCl
/N O R /N O
H,C H.C
DNS aminokwas DNS-aminokwas

Rys. 3.23 Modyfikacja chemiczna z wykorzystaniem chlorku dansylu (DNS)

3.14.3. Identyfikacja i iloSciowe oznaczanie aminokwaséw w hydrolizacie

Integralng cze$cia analizy skladow aminokwasowych jest rozdzial aminokwasow obecnych
w hydrolizacie r6znymi metodami chromatograficznymi. Najczesciej wykorzystuje si¢ chromatografie
jonowymienng (na kolumnie wypetnionej np. sulfonowang zywica polistyrenowa — Dowex-50) lub HPLC
w uktadzie odwroconych faz (ztoza z wysiegnikami C-18).

W identyfikacji i iloSciowym oznaczeniu aminokwasow w badanej probce pomocny jest
chromatograficzny rozdzial standardu aminokwaséw (wykonany w takich samych warunkach jak rozdziat
hydrolizatu), zawierajgcego mieszaning aminokwasoéw o znanym sktadzie i stezeniu. Po zakonczeniu rozdziatu
chromatograficznego analizowanej probki przeprowadzamy integracje chromatogramu, dzigki czemu
wyznaczamy czasy retencji poszczegélnych aminokwaséw oraz pola powierzchni pod szczytami
chromatograficznymi. Poszczegdlne aminokwasy identyfikujemy przez pordwnanie czasdw retencji szczytow
chromatograficznych badanej probki z czasami retencji aminokwaséw obecnych w standardzie. Chcac
zidentyfikowa¢ obecny w probce aminokwas niestandardowy (np. aminokwas fosforylowany,
hydroksyaminokwas) lub chemicznie zmodyfikowany (np. cysteina utleniona do kwasu cysteinowego), musimy
dotaczy¢ go do zestawu aminokwaséw obecnych w standardzie i tak dobraé warunki rozdziatu
chromatograficznego, zeby szczyt chromatograficzny, w ktérym wypltywa ten aminokwas, byl dobrze
oddzielony od pozostatych szczytow.

Ilo§¢ poszczegdlnych aminokwaséw w badanej probce mozemy obliczy¢ z proporcji, znajac ilos¢
danego aminokwasu w standardzie i odpowiadajace mu pole powierzchni pod szczytem oraz pola powierzchni
pod szczytami aminokwas6w analizowanych.

Przyklad

Peptyd o nieznanej sekwencji i sktadzie aminokwasowym poddano hydrolizie kwasowej. Uzyskany
hydrolizat, po derywatyzacji metoda AccQ+Tag, poddano rozdziatlowi chromatograficznemu. W analogicznych
warunkach przeprowadzono rozdziat standardu aminokwasowego.

58



standard aminokwasow

160
[m\
120]
804
40
G4
06-40 10:00 13:20 16-40 2d-00 23:20 2640
czas [min]
analizowana probka
[mV.
120
80
Ala
40 Asp oon3, 14:15
3 N N
0 {/\E H—% +—t
"05'40 " 12120 7 " 19700 ° " 25la0
czas [min]

Obydwa chromatogramy poddano integracji, dzigki czemu oznaczono czasy retencji, wysoko$¢ i pola
powierzchni szczytow chromatograficznych, odpowiadajacych aminokwasom. Pordéwnujac czasy retencji
szczytow pochodzacych od aminokwaséw obecnych w standardzie i analizowanym peptydzie, zidentyfikowano
poszczegodlne aminokwasy W hydrolizacie (szczyt o czasie retencji 9 minut i 40 sekund odpowiada amoniakowi;

nie uwzgledniono go w tabeli).

STANDARD AMINOKWASOW ANALIZOWANA PROBKA
czas wysokos¢ pole ., czas wysokosé pole
aminokwas | retencji szczytu szczytu llosc_ aminokwas | retencji szczytu szczytu
[min:s] [mV] [mVs] pmoli [min:s] [mV] [mVs]
Asp/Asn 04:18 29,089 490,914 100 Asp/Asn 0:04:15 20,296 459,550
Ser 05:32 33,641 597,226 100
Glu/GIn 06:19 30,727 518,072 100
Gly 07:22 26,335 521,187 100
His 07:59 46,944 888,181 100
Arg 12:03 38,619 706,279 100
Thr 12:34 33,629 715,573 100
Ala 14:13 38,421 883,150 100 Ala 0:14:15 31,607 763,443
Pro 16:15 24,478 423,361 100
Tyr 19:27 68,049 935,609 100 Tyr 0:19:30 95,313 1727,215
Val 20:31 99,079 1447,704 100
Met 21:02 80,511 1254,334 100
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Lys 23:35 50,655 731,009 100 Lys 0:23:33 36,850 723,428
lle 24:20 123,279 1850,396 100
Leu 24:53 117,695 1903,620 100
Phe 26:05 135,162 2274,319 100 Phe 0:25:59 111,569 2366,478

Nastepnie z odpowiedniej proporcji, uwzgledniajacej pola szczytow, wyliczano ilo§¢ poszczegdlnych
aminokwasow obecnych w analizowanej probce:

Obliczenie ilosci pmoli Asn/Asp

dla standardu:

dla oznaczanej probki:

490,914 mVs — 100 pmoli
459,550 mVs -  x
x = 93,61 pmoli

mVs — pole powierzchni pod szczytem

Postgpujemy analogicznie dla kolejnych aminokwasow i uzyskujemy ilo$ci poszczegdlnych aminokwasow
w analizowanej probce.

czas wysoko$é pole X o

. .. ilos¢ ilos¢

aminokwas | retencji szczytu szczytu .
. pmoli reszt

[min:s] [mV] [mVs]

Asp/Asn 0:04:15 20,296 459,550 93,61 0,99
Ala 0:14:15 31,607 763,443 81,60 0,86
Tyr 0:19:30 95,313 1727,215 184,61 1,95
Lys 0:23:33 36,850 723,428 98,96 1,05
Phe 0:25:59 111,569 2366,478 104,05 1,10

Aby obliczy¢ minimalng ilo§¢ reszt poszczegdlnych aminokwasow w peptydzie, ilo§¢ pmoli kazdego
z aminokwasow dzielimy przez najmniejszy mozliwy dzielnik, tak aby uzyskaé calkowita (lub zblizong do
catkowitej) ilo$¢ reszt aminokwasow. W praktyce jest to ilo§¢ pmoli aminokwasu wystepujacego w hajmniejszej
ilosci (w przypadku kilku zblizonych warto$ci, dzielimy przez ich $rednig arytmetyczng) — w analizowanym
przyktadzie srednia warto$¢ arytmetyczna dla Asp/Asn, Ala, Lys i Phe wynosi — 94,56 pmoli.

Uzyskane ilosci reszt aminokwasoéw zaokraglamy do najblizszej wartosci catkowitej, wnioskujac,

ze analizowany peptyd sktada si¢ z:

- 1 reszty Asp/Asn (poniewaz peptyd przed analizg zostal poddany hydrolizie kwasowej, reszty Asn, jesli
byly obecne w peptydzie, ulegly deaminacji i oznaczamy je jako Asp, zatem w sktad peptydu wchodzi
1 reszta Asp lub 1 reszta Asn)
- 1reszty alaniny
- 2reszt tyrozyny
- 1reszty lizyny

- 1reszty fenyloalaniny

Analizowany peptyd moze si¢ sktada¢ z wymienionej powyzej ilosci reszt aminokwasowych lub jej
wielokrotno$ci. W rozstrzygnigciu, ktory wariant odpowiada rzeczywistosci, pomocna jest znajomo$¢ masy
czasteczkowej peptydu.
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3.14.4. Analiza skladu aminokwasowego BPTI metoda AccQeTag
Cohen, S.A., Michaud, D.P. (1993) Anal. Biochem. 211, 279-287.
Waters AccQeTag chemistry package. Instruction manual. Broszura informacyjna firmy Waters, 1993.

Zagadnienie kwasowej hydrolizy biatek szczegétowo omdwiono w rozdziale 0., derywatyzacje
aminokwasow obecnych w hydrolizacie w rozdziale 0., natomiast sposéb obliczania sktadu aminokwasowego
bialka w rozdziale 0.

Postepowanie

1. Hydroliza kwasowa. Spo$réd probek zebranych w czasie rozdziatu w odwroconych fazach HPLC wybrad
probke o najwyzszej aktywnosci wlasciwej i odpipetowa¢ do probdéwki do hydrolizy taka ilos¢ roztworu,
ktéra zawiera 2—-3 pg biatka. Odparowaé w wyparce prozniowej. Probke hydrolizowaé 22 godz. w temp
110°C w hydrolizatorze biatkowym w parach 6 M HCl w obecnosci 0,1% fenolu.

2. Derywatyzacja probki. Hydrolizat rozpusci¢ w 20 pl 20 mM HCI, doda¢ 60 ul buforu boranowego i 20 pl
karbaminianu 6-aminochinolino-N-hydroksybursztynyloimidu (AQC) w acetonitrylu. Po dodaniu kazdego
z roztworéw probke dokladnie wymiesza¢, nastgpnie po 1 minucie umiesci¢ w bloku grzejnym w temp.
55°C i prowadzi¢ derywatyzacj¢ kolejne 10 minut.

3. Derywatyzacja standardu aminokwaséw. Do 10 pl roztworu zawierajacego 1 nmol kazdego
z aminokwaséw doda¢ 70 pl buforu boranowego i 20 ul AQC w acetonitrylu, po dodaniu kazdego
Z roztwordw probke doktadnie wymieszaé, nastepnie po 1 min umiesci¢ w bloku grzejnym w temp. 55°C
i prowadzi¢ derywatyzacj¢ kolejne 10 minut.

4. Rozdzial chromatograficzny. Rozdzial zderywatyzowanych aminokwaséw przeprowadzi¢ w HPLC
w odwroconym ukladzie faz na kolumnie AccQeTag C-18 (4 um, 150 x 3,9 mm) w temp. 37°C
w warunkach podanych w tabeli zamieszczonej ponizej. W celu doktadnego zréwnowazenia kolumny
i ustalenia warunkéw rozdzialu przed wiasciwym rozdzialem aminokwaséw nalezy przeprowadzic¢
chromatografi¢ w takich samych warunkach jak wlasciwy rozdziat, ale bez nanoszenia probki (tzw. ,,pusty
gradient”).

czas przeplyw | Eluent A | woda | acetonitryl .
[min] mi/min] | [%] | [%] [%] gradient
poczatkowy 1,00 100 0 0 *
0,50 1,00 98 0 2 11 (skokowy)
18,00 1,00 95 0 5 6 (liniowy)
19,00 1,00 91 0 9 6 (liniowy)
29,50 1,00 83 0 17 6 (liniowy)
33,00 1,00 0 40 60 11 (skokowy)
36,00 1,00 100 0 0 11 (skokowy)

W pierwszej kolejnosci przeprowadzi¢ rozdziat zderywatyzowanego standardu aminokwasow w ilosci 100—-250
pmoli kazdego aminokwasu (10-25 pl mieszaniny derywatyzacyjnej), a nastepnie BPTI (10-15 pl
zderywatyzowanej probki). W czasie rozdzialu monitorowa¢ fluorescencj¢ eluatu przy 395 nm,
po wzbudzeniu $wiattem o dtugosci fali A =250 nm.

5. W oparciu o rozdzial standardu aminokwasow zidentyfikowa¢ i policzy¢ ilos¢ poszczegdlnych
aminokwasow w probce BPTI (patrz przyktad z rozdziatu 0.).

Materialy i odczynniki

- preparat BPTI uzyskany w doswiadczeniu 0.

- standard zawierajacy mieszaning aminokwasow o stezeniu 0,1 mM (z wyjatkiem cystyny — 0,05 mM) firmy
Pierce

- 6 M HCl o statej temp. wrzenia

- fenol

- acetonitryl
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zestaw  do  derywatyzacji = aminokwaséw  zawierajacy  karbaminian  6-aminochinolino-N-
hydroksybursztynyloimidu, bufor boranowy, AccQ<Tag Eluent A wraz z kolumng AccQeTag C-18 (4 um,
150 x 3,9 mm) firmy Waters

hydrolizator bialkowy firmy Knauer
analityczny chromatograf cieczowy 600E
skaningowy detektor fluorescencyjny model 470 firmy Waters
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