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Przedmowa do wydania II


Zmiany programów nauczania oraz wyczerpanie poprzednich wydań skryptów do ćwiczeń z biochemii napisanych bądź wydanych jeszcze pod redakcją prof. dr hab. Wandy Mejbaum-Katzenellenbogen sprawiły, że przygotowanie nowego podręcznika stało się koniecznością. W ubiegłym roku oddaliśmy do rąk studentów opracowanie pt. „Laboratorium z biochemii”, które wspólnie z wydanym pod redakcją profesorów Jana Szopy i Arkadiusza Kozubka podręcznikiem pt. „Molekularna organizacja komórki” miało wypełnić tę lukę dydaktyczną.


„Laboratorium z biochemii” opracowane zostało przez zespół pracowników Instytutu Biochemii i Biologii Molekularnej. Zakres materiału i dobór ćwiczeń to efekt wieloletnich doświadczeń pracowników dydaktycznych Instytutu prowadzących zajęcia na trzech kierunkach studiów: biologii, biotechnologii i ochrony środowiska. Aby sprostać różnicom programowym, ćwiczenia dobierano w taki sposób, by niektóre mogły być realizowane podczas 5 godzinnych zajęć w ramach 75 godzinnego programu z biochemii, a pozostałe rozszerzono głównie pod kątem potrzeb studentów biotechnologii. Zakres programu uwzględnia, przy istniejących możliwościach aparaturowych i finansowych, wymogi stawiane przez minimum programowe dla tych kierunków, zapewniając studentom możliwość nabycia umiejętności planowania eksperymentów, wykonania podstawowych badań biochemicznych głównych grup związków biologicznie czynnych oraz interpretacji uzyskanych wyników.

Po rocznej weryfikacji, uwzględniając zarówno uwagi prowadzących zajęcia jak i studentów, oddajemy drugie wydanie podręcznika, które w zestawieniu z poprzednim, zostało znacznie rozszerzone i poprawione z równoczesnym usunięciem materiału zbędnego.


Treść podzielono na rozdziały dotyczące poszczególnych grup związków chemicznych tzn. aminokwasy, białka, enzymy, cukrowce, lipidy, kwasy nukleinowe oraz elementy z zakresu biofizyki i biopreparatyki. Każdy rozdział, obok opisu ćwiczeń o charakterze jakościowym i ilościowym, zawiera wstęp teoretyczny, obejmujący podstawowe wiadomości na temat danej grupy związków, ułatwiający zarówno zrozumienie prowadzonych eksperymentów, jak i interpretację otrzymanych wyników. Uzupełnieniem całości podręcznika jest „Dodatek”, zawierający, w ujęciu tabelarycznym, wiele informacji niezbędnych w obliczeniach biochemicznych jak i sporządzaniu np. buforów i podstawowych odczynników chemicznych.

Mamy nadzieję, że opracowana forma podręcznika zyska akceptację studentów w/w kierunków na naszym Uniwersytecie jak również okaże się pomocna w prowadzeniu ćwiczeń z biochemii na innych uczelniach.


Wszelkie uwagi dotyczące tego podręcznika będą mile widziane i zostaną uwzględnione w kolejnej jego wersji.
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Ważniejsze skróty i symbole

a
właściwy współczynnik absorpcji

A
absorbancja

ABTS
sól sodowa kwasu 2,2'-azyno-di(3-etylo-benzotiazolino-6-sulfonowego)

AccQ•Tag
metoda derywatyzacji aminokwasów za pomocą karbaminianu 6-aminochinolino-N-hydroksybursztynylo-imidu

ADH
dehydrogenaza alkoholowa (ang. alcohol dehydrogenase)

ADP
difosforan adenozyny

AMP
monofosforan adenozyny

AMQ
6-aminochinolina

ANS
sól magnezowa kwasu 8-naftaleno-1-sulfonowego

AQC
karbaminian 6-aminochinolino-N-hydroksybursztynyloimidu

ATP
trifosforan adenozyny

atpA
gen kodujący podjednostkę α mitochondrialnej syntazy ATP

BApNA
p-nitroanilid N-benzoilo-DL-argininy

BCA
kwas bicinchoninowy (ang. bicinchoninic acid)

BHA
2(3)-t-butylo-4-hydroksyanizol

BHT
2,6-di-t-butylo-p-krezol

BPDPPC
1,2-bis-(1-pirenodekanoilo)-sn-glicero-3-fosfatydylocholina

BPTI
zasadowy trzustkowy inhibitor trypsyny (ang. basic pancreatic trypsin inhibitor)

BSA
albumina surowicy bydlęcej (ang. bovine serum albumin)

C-18
wysięgnik osiemnastowęglowy (oktadecylowy) złóż stosowanych w chromatografii odwróconych faz

CBB
błękit brylantynowy Coomassie (ang. Coomassie Brilliant Blue)

CCCP
karbonylocyjanek-3-chlorofenylohydrazonu

CHAPS
3-[(3-cholamidopropylo)-dimetyloamonio]-1-propanosulfonian
CHAPSO
3-[(3-cholamidopropylo)-dimetyloamonio]-2-hydroksypropanosulfonian
CM-
karboksymetylo-

CMC
krytyczne stężenie micelizacji

ConA
konkanawalina A; lektyna z Canavalia ensiformis
CTP
trifosforan cytydyny

Da
dalton (jednostka masy atomowej)

DAD
2,3,5,6-tetrametylo-p-fenylodiamina; diaminoduren

dATP
trifosforan dezoksyadenozyny

DCIP
dichlorofenyloindofenol

DCMU
3-(3,4-dichlorofenylo)-1,1-dimetylomocznik

dCTP
trifosforan dezoksycytozyny

DEAE-
dietyloaminoetylo-

DFA
difenyloamina

dGTP
trifosforan dezoksyguanozyny

DIFP
diizopropylofluorofosforan

DMQ
dimetylochinon

DMSO
sulfotlenek dimetylu

DNA
kwas deoksyrybonukleinowy

DNP-aminokwas
dinitrofenylowa pochodna aminokwasu

DNS
chlorek dansylu, chlorek 1-dimetylaminonaftyleno-5-sulfonylu

DNS
kwas 3,5-dinitrosalicylowy

DPC
difenylokarbazyd

DPH
difenyloheksatrien

DPPC
dipalmitoilofosfatydylocholina

DTNB
kwas ditionitrobenzoesowy

DTT
ditiotreitol

dTTP
trifosforan dezoksytymidyny

DVS
diwinylosulfon

ε
molowy współczynnik absorpcji

EC
system klasyfikacji i numeracji enzymów opracowany przez Enzyme Commission
EDTA
etylenodiaminotetraoctan, wersenian

Em
długość fali emisji 

Ex
długość fali wzbudzenia

FAD
dinukleotyd flawinoadeninowy

FCCP
karbonylocyjanek-p-trifluorometoksyfenylohydrazonu

FDNB
1-fluoro-2,4-dinitrobenzen

fluoresceina-PE
N-5-fluoresceinotiokarbamoilo)-1,2- diheksadekanoilo - sn-glicero-fosfatydyloetanolamina

GLA
kwas gammalinolenowy

GOD
oksydaza glukozowa

GTP
trifosforan guanozyny

HDL
frakcja ciężka lipoprotein (ang. high density lipoprotein)

HEPES
kwas N-(2-hydroksyetylo)piperazyno-N’-2-etanosulfonowy

HLB
równowaga hydrofilowo-lipofilowa (ang. hydrophilic-lipophilic balance)

HPLC
wysokosprawna (lub wysokociśnieniowa) chromatografia cieczowa (ang. high performance or high pressure liquid chromatography)

I
siła jonowa roztworu

IDL
lipoproteiny o pośredniej gęstości (ang. intermediate density lipoprotein)
J
jednostka standardowa aktywności enzymu

Ka
równowagowa stała asocjacji 

kat
katal, jednostka aktywności enzymu

kb
kilo-par-zasad (ang. kilo base)

KI
stała inhibicji (dysocjacji)

kkat
stała katalityczna (liczba obrotów enzymu)

KM
stała Michaelisa

KMi
stała Michaelisa w obecności inhibitora

kpz
kilo-par-zasad

LCA
lektyna z soczewicy (ang. Lens culinaris agglutinin)

LDL
lipoproteiny o małej gęstości (ang. low density lipoprotein)
LOX
lipoksygenaza

5-LOX
lipoksygenaza arachidonianowa

M
stężenie substancji w molach na litr roztworu*
MDA
dialdehyd malonowy

MLV
liposomy wielowarstwowe

Mpz
mega-par-zasad

mRNA
informacyjny RNA (ang. messenger RNA)

MV
metylowiologen (parakwat)

NAD+
dinukleotyd nikotynamidoadeninowy

NADP
fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego

NMR
jądrowy rezonans magnetyczny (ang. nuclear magnetic resonance)

NPGB
nitrofenylo-4-guanidynobenzoesan

OPA
aldehyd o-ftalowy

P-
fosfo-

PAGE
elektroforeza w żelu poliakryloamidowym (ang. polyacrylamide gel electrophoresis)

PBS
roztwór soli fizjologicznej w 10mM buforze fosforanowym o pH fizjologicznym (ang. phosphate buffered saline)

PC
fosfatydylocholina 

PCR
reakcja łańcuchowa polimerazy

PE-
fosfatydyloetanolamina

PE-fluoresceina
N-(5-fluoresceinotiokarbamoilo)-1,2-diheksadekanoilo-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, sól trimetyloamoniowa

pH
ujemny logarytm stężenia jonów wodorowych

pI
punkt izoelektryczny

PITC
fenyloizotiocyjanian

pK
ujemny logarytm stałej dysocjacji

PLA2
fosfolipaza A2
PMSF
fenylometylosulfofluorek

pNA
p-nitroanilina

pNP
p-nitrofenol

pNPP
p-nitrofenylofosforan

POD
peroksydaza

PSI
fotosystem I

psi
jednostka ciśnienia (ang. pound per square inch)

PSII
fotosystem II

PTC-aminokwas
fenylotiokarbamoilowa pochodna aminokwasu

PTH-aminokwas
fenylotiohydantoinowa pochodna aminokwasu

pz
par-zasad

Q10 XE "Q10" 
współczynnik temperaturowy

QAE-
czteroetyloamino-

R
rodnik organiczny, np. łańcuch boczny aminokwasu

Rf
współczynnik szybkości przepływu (ang. rate of flow)

RNA
kwas rybonukleinowy

RNaza
rybonukleaza

RP-HPLC
wysokosprawna chromatografia cieczowa w układzie odwróconych faz (ang. reversed phase HPLC)

rRNA
rybosomowy RNA

Rt
czas retencji (ang. retention time)

SBA
lektyna z soi (ang. soybean agglutinin)

SDS-PAGE
elektroforeza w żelu poliakryloamidowym w obecności SDS (ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

SDS
sól sodowa siarczanu dodecylu (ang. sodium dodecyl sulfate)

SE-
sulfoetylo-

SEM
siła elektromotoryczna

snoRNA
mały jąderkowy RNA (ang. small nucleolar RNA)

snRNA
mały jądrowy RNA (ang. small nuclear RNA)

SP-
sulfopropylo-

Suc
grupa bursztynylowa

SUV
małe liposomy jednowarstwowe (ang. small unilamellar vesicles)

t1/2
czas połówkowy

Ta
temperatura przyłączania

TBA
kwas tiobarbiturowy

TBE
bufor Tris – kwas borowy – EDTA

TCA
kwas trichlorooctowy

TE
bufor Tris-HCl – EDTA

TEAE-
trietyloaminoetylo-

TEMED
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina

TFA
kwas trifluorooctowy

TLC
chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer chromatography)

TLCK
tozylolizynochlorometyloketon

Tm
temperatura topnienia

Tricine
N-tri(hydroksymetylo)metyloglicyna

Tris
tris(hydroksymetylo)aminometan

tRNA
transportowy (transportujący) RNA

TTP
trifosforan tymidyny

U
jednostka standardowa aktywności enzymu (ang. U = unit)

UTP
trifosforan urydyny

UV
światło ultrafioletowe

VIS
światło widzialne

VLDL
lipoproteiny o bardzo małej gęstości (ang. very low density lipoprotein)
v0
szybkość początkowa reakcji

Vmax
szybkość maksymalna reakcji enzymatycznej

Vmax, i
szybkość maksymalna reakcji enzymatycznej w obecności inhibitora

WGA
lektyna z zarodków pszenicy (ang. wheat germ agglutinin)
YADH
dehydrogenaza alkoholowa z komórek drożdży (ang. yeast alcohol dehydrogenase)

1. Zasady bezpieczeństwa i higieny pracy w laboratorium biochemicznym


W laboratoriach chemicznych dochodzi do wypadków najczęściej na skutek lekceważenia podstawowych przepisów bezpieczeństwa oraz nieprzestrzegania elementarnych zasad porządku i czystości. Dokładna znajomość podstawowych zasad i całkowite podporządkowanie się regulaminowi laboratorium wyrabia tak ważne w tej pracy poczucie współodpowiedzialności przede wszystkim za zdrowie (czasami życie) własne i kolegów oraz drogi sprzęt i aparaturę.


Umiejętność zorganizowania bezpiecznej pracy w toku ćwiczeń jest jednym z podstawowych celów dydaktycznych realizowanych w ramach zajęć laboratoryjnych.


Przedstawiając studentom, z konieczności krótki, wykaz podstawowych zasad bezpieczeństwa i higieny pracy liczymy, że będą je sumiennie przestrzegali w trosce o zdrowie własne i kolegów.

1.1. Bezpieczeństwo i higiena pracy w laboratorium

1.
W laboratorium przebywamy w fartuchu ochronnym (zapiętym na wszystkie guziki), a długie włosy są obowiązkowo związane.

2.
W laboratorium nie spożywamy żadnych posiłków.

3.
Obowiązuje BEZWZGLĘDNY ZAKAZ PALENIA TYTONIU w laboratorium.

4.
Ze względu na możliwość zniszczenia odczynnikami chemicznymi na stołach laboratoryjnych nie pozostawiamy żadnych rzeczy osobistych, zwłaszcza części garderoby, torebek, teczek itp. 

5.
Należy przyjąć jako zasadę, że nie uruchamia się żadnych aparatów elektrycznych i elektronicznych, jeżeli nie znamy zasady ich obsługi.

6.
Z gazem należy obchodzić się ostrożnie. Palniki muszą być tak wyregulowane, aby płomień „nie przeskoczył” do wnętrza palnika. Należy sprawdzić szczelność zaworów i połączeń elastycznych. Jeżeli zachodzi konieczność podgrzania roztworu w probówce bezpośrednio w płomieniu palnika należy zwrócić uwagę, aby wylot probówki nie był skierowany w stronę twarzy własnej bądź sąsiada.

7.
OBOWIĄZKOWO NALEŻY POGASIĆ WSZYSTKIE PALNIKI, jeżeli w laboratorium pracujemy (nawet krótko) z eterem, acetonem, benzolem lub innymi cieczami oznakowanymi jako łatwopalne lub wybuchowe.

8.
Cieczy łatwopalnych nie wolno wylewać do zlewu, ale do specjalnych, oznakowanych i zamykanych szczelnie pojemników.

9.
Specjalnej ostrożności wymaga praca z wodorem, który z tlenem powietrza daje mieszaniny wybuchowe. Otwieranie i zamykanie zaworów oraz regulację ciśnienia przeprowadzać wyłącznie w obecności osoby upoważnionej do obsługi butli ze sprężonym gazem.

10.
Przy pracy z gazami trującymi (chlor, brom, jod, chlorowodór, siarkowodór, tlenki azotu, tlenki siarki, tlenek węgla i inne oznakowane jako trucizny) należy OBOWIĄZKOWO korzystać z dygestorium, które musi być włączone, a szyba opuszczona poniżej poziomu ust. Pracę z wyżej wymienionymi związkami należy prowadzić w ochronnych rękawicach gumowych.

11.
W ŻADNYM PRZYPADKU NIE PIPETOWAĆ TRUCIZN USTAMI!!!

Większość odczynników chemicznych używanych przez studentów w praktyce laboratoryjnej to związki toksyczne, dlatego tak ważne jest przestrzeganie elementarnych zasad czystości zwłaszcza przy ważeniu i rozpuszczaniu:

12.
Odczynników chemicznych nie wolno kłaść bezpośrednio na szalce wagi, lecz ważyć w naczyńkach wagowych lub na jednorazowych tackach plastikowych. Odczynnik pobieramy ze słoika nierdzewną łyżką wagową. Nigdy nie należy dotykać palcami żadnego odczynnika!

13.
Po zważeniu należy zadbać, aby waga i jej otoczenie pozostało czyste. Ewentualne zabrudzenia natychmiast usuwamy.

14.
Zważony odczynnik przenosimy ilościowo do naczyń, w których będzie rozpuszczany lub przechowywany.

15.
Po ważeniu lub rozpuszczaniu odczynników chemicznych obowiązkowo należy umyć ręce.

16.
Przyjmujemy jako zasadę, że odczynnik odważony i rozpuszczony musi być natychmiast opisany, tzn. na etykiecie podana jest nazwa odczynnika, jego stężenie oraz data sporządzenia.

Przestrzegając w/w zasad dbasz o bezpieczeństwo swoje i kolegów, jak również przyczyniasz się do racjonalnego i oszczędnego wykorzystania chemikaliów.

17.
Szczególnie ostrożnie obchodzimy się ze stężonymi kwasami, zasadami i fenolem, które grożą silnymi poparzeniami. Bezwzględnie należy przestrzegać zasady, że przy rozcieńczaniu tych odczynników ZAWSZE należy kwas/zasadę, a więc roztwór o wysokiej gęstości/stężeniu wlewać do wody (niższa gęstość/stężenie). W ten sposób wlewany roztwór „topi się” w wodzie, co chroni przed rozpryskami oraz powierzchniowym wrzeniem. Pamiętaj, że podczas rozcieńczenia większości stężonych odczynników następuje silne ogrzanie roztworu. Wszelkie prace ze stężonymi kwasami lub zasadami muszą być prowadzone pod włączonym wyciągiem, w rękawicach ochronnych i przy opuszczonej szybie.

18.
Naczynia, w których może panować podwyższone ciśnienie otwierać po owinięciu w tkaninę. W eksykatorach, w których panuje próżnia, należy przed otwarciem wyrównać ciśnienia przez ostrożne otwarcie zaworu. Przy odpowietrzaniu eksykatora należy go owinąć ręcznikami lub kocem (może ulec pęknięciu lub zgnieceniu).

1.2. Pierwsza pomoc

Każdy, kto przystępuje do pracy w laboratorium, musi umieć udzielić pierwszej pomocy sobie lub koledze.

1.
Poparzenie kwasami. Poparzone miejsca należy przemywać 5% roztworem kwaśnego węglanu sodu.

2.
Poparzenie silnym ługiem. Poparzone miejsca należy przemywać 2% roztworem kwasu bornego lub octowego.

3.
Poparzenie chlorem, jodem lub bromem. Poparzone miejsca należy przemywać 1% roztworem tiosiarczanu.

4.
Poparzenie sodem lub potasem. Poparzone miejsca należy przemywać alkoholem etylowym. NIE UŻYWAĆ WODY!
5.
Poparzenie oczu. Głowę przechylić do tyłu, oczy przemyć obficie strumieniem wody (najlepiej z tryskawki), kierując strumień pod powieki i w kąciki oczu. OBOWIĄZKOWO UDAĆ SIĘ DO LEKARZA!
6.
Drobne zranienia. Opłukać ranę strumieniem zimnej wody. Upewnić się, czy w ranie nie pozostały np. resztki stłuczonego szkła. Skaleczenie odkazić 3% wodą utlenioną lub jodyną. Założyć opatrunek. Wszystko, co jest potrzebne do wykonania prostego opatrunku, znajdziesz w apteczce pierwszej pomocy, w którą obowiązkowo musi być wyposażone każde laboratorium.

ZAPAMIĘTAJ! Krew każdej osoby jest potencjalnie materiałem zakaźnym (żółtaczka, HIV, inne wirusy). Dlatego udzielając pierwszej pomocy ZAWSZE zakładaj rękawice lateksowe, a wszelkie ślady krwi na stole laboratoryjnym, podłodze, zlewie itp. usuwaj za pomocą środków dezynfekcyjnych (lizol, podchloryn lub silne detergenty).

1.3. Utrzymanie porządku i czystości w laboratorium

1.
Każda rzecz w laboratorium musi być na swoim miejscu. Wiele z nich (drobny sprzęt, odczynniki) przeznaczone są do wspólnego użytku, dlatego ważne jest, aby po użyciu wracały na swoje miejsce. Oszczędza to czas własny oraz kolegów.

2.
Przedmioty, które w danej chwili nie są potrzebne, nie powinny zajmować miejsca na stole laboratoryjnym – należy je odstawić, aby nie przeszkadzały w pracy.

3.
Podczas pracy powierzchnie stołów laboratoryjnych MUSZĄ BYĆ CZYSTE – wszelkie zachlapania należy wycierać ściereczką na bieżąco. Nie dopuszczać do zaśmiecenia stołów i podłogi resztkami bibuły, szkła czy odczynników. Ewentualne stłuczki usuwać natychmiast. Pipet nie kłaść na stole, lecz przechowywać pionowo w specjalnych stojakach. Brudnego szkła nie trzymać w szafkach, lecz myć w miarę możliwości na bieżąco.

4.
Szkło laboratoryjne myjemy szczotką roztworem detergentu, po czym dokładnie płuczemy bieżącą wodą z kranu. Na koniec przemywamy umyte szkło niewielką ilością wody destylowanej. Pamiętaj, że woda destylowana jest drogim odczynnikiem!

5.
Umyte szkło najlepiej jest wysuszyć w suszarce i tylko suche i czyste przechowywać w szafce.

6.
W szafce wraz ze szkłem NIE NALEŻY przechowywać odczynników. Odczynniki mają zawsze swoje miejsce przechowywania (najczęściej są to lodówki lub szafy odczynnikowe).

7.
Jeżeli w trakcie pracy nie będziemy się starali sprzątać na bieżąco, to na stole laboratoryjnym zrobi się ciasno – utrudnia to pracę i najczęściej prowadzi do strat i niepotrzebnych pomyłek przy prowadzeniu analizy.

8.
Po zakończeniu pracy stanowisko należy pozostawić w idealnym porządku – stół laboratoryjny musi być powycierany ściereczką, odczynniki odstawione na miejsce, sprzęt i aparatura wyłączona z prądu, umyte szkło schowane w szafce a rzeczy pobrane z magazynu lub na rewers – zwrócone. Zawsze należy:

· sprawdzić, czy prąd zasilający stół laboratoryjny został wyłączony,

· wyłączyć dygestorium,

· sprawdzić zakręcenie zaworów wody i gazu,

· pozamykać okna, wyłączyć wentylatory, pogasić światła.

9.
Jeżeli widzisz, że ktoś swoim postępowaniem w laboratorium stwarza niebezpieczeństwo, narażając siebie i innych, ZWRÓĆ UWAGĘ – możesz w ten sposób zapobiec nieszczęściu.

10.
Jeżeli nie wiesz jak w danej sytuacji masz się zachować w laboratorium, nie rozumiesz przebiegu eksperymentu, nie znasz instrukcji obsługi sprzętu lub aparatury – NIE WSTYDŹ SIĘ, ZAPYTAJ!

Skrupulatne przestrzeganie powyższych uwag i zaleceń zapewni bezpieczną i efektywną pracę w laboratorium.

2. Aminokwasy


Peptydy i białka zbudowane są najczęściej z 20 różnych α-aminokwasów, zwanych aminokwasami standardowymi. Wszystkie aminokwasy zbudowane są wg tego samego schematu: posiadają grupę aminową (–NH2), grupę karboksylową (–COOH), atom wodoru oraz łańcuch boczny – R, połączone z tetraedrycznym węglem, nazywanym węglem ( (Rys. 2.1, Tab. 2.1). Najprostszym aminokwasem jest glicyna XE "glicyna" , która zamiast łańcucha bocznego posiada atom wodoru. Poza glicyną od powyższego schematu budowy odbiega także prolina XE "prolina" , będąca cyklicznym iminokwasem (alifatyczny łańcuch boczny łączy się zarówno z węglem α jak również z grupą aminową).


Zasadniczą funkcją aminokwasów jest udział w budowie peptydów i białek, jednak mogą one występować także w stanie wolnym lub formie zasocjowanej z peptydami albo białkami.
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Rys. 2.1 Ogólny schemat budowy α-aminokwasu

2.1. Właściwości optyczne aminokwasów


Wszystkie aminokwasy, z wyjątkiem glicyny, posiadają co najmniej jedno centrum chiralności, co powoduje, że są optycznie czynne. O tym, czy cząsteczkę aminokwasu zaliczymy do szeregu D lub L, decyduje położenie grupy aminowej –NH2, która przy określaniu izomerii optycznej jest odpowiednikiem grupy –OH aldehydu glicerynowego. Jeśli grupa aminowa w cząsteczce aminokwasu jest położona tak jak grupa –OH w cząsteczce aldehydu L-(–)-glicerynowego, to zaliczamy ją do szeregu L. Jeśli zaś grupa aminowa jest położona jak grupa –OH w cząsteczce aldehydu D-(+)-glicerynowego, to zaliczamy ją do szeregu D (Rys. 2.2).

Prawie wszystkie aminokwasy budujące białka występują w formie L. Jedynie nieliczne mikroorganizmy są zdolne do syntezy izomerów D. Wchodzą one np. w skład ścian komórkowych bakterii oraz niektórych antybiotyków wytwarzanych przez grzyby (walinomycyna XE "walinomycyna" , aktynomycyna XE "aktynomycyna" , gramicydyna S XE "gramicydyna S" ).


W obrębie grupy aminokwasów nie ma zależności między konfiguracją a czynnością optyczną. Niektóre aminokwasy białkowe są lewoskrętne, inne prawoskrętne, mimo że wszystkie mają konfigurację L.
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Rys. 2.2 Izomeria optyczna aminokwasów

2.2. Nazewnictwo i podział XE "aminokwasy: podział"  aminokwasów


W przypadku aminokwasów, mimo że posiadają nazwy systematyczne, zwykle posługujemy się ich nazwami zwyczajowymi. Ponadto aminokwasy określane są za pomocą trzy- i jednoliterowych skrótów (Tab. 2.1) ułatwiających np. zapis sekwencji aminokwasowej białka (Rys. 3.3).


Aminokwasy ze względu na obecność dwóch grup funkcyjnych zdolnych do jonizacji: aminowej (–NH2) oraz karboksylowej (–COOH) posiadają charakter amfoteryczny XE "aminokwasy: amfoteryczność "  (Rys. 2.3). W roztworach wodnych występują w formie zjonizowanej. Stopień dysocjacji i sumaryczny ładunek, jaki wykazuje cząsteczka aminokwasu, zależą od pH środowiska i charakteru łańcucha bocznego cząsteczki. pH, w którym cząsteczka występuje w formie jonu obojnaczego XE "jon obojnaczy (zwitterion) "  (zwitterionu) XE "zwitterion (jon obojnaczy) " , gdzie ilość ładunków dodatnich jest równa ilości ładunków ujemnych, nazywa się punktem izoelektrycznym (pI XE "pI"  XE "aminokwasy: punkt izoelektryczny" ). Wartość pH, która odpowiada punktowi izoelektrycznemu zależy od wartości pK XE "pK"  grup funkcyjnych aminokwasu (Tab. 2.1). W przypadku aminokwasów posiadających jedną grupę karboksylową i jedną grupę aminową wartość punktu izoelektrycznego jest równa średniej arytmetycznej z wartości pK1 i pK2. W pH poniżej pI aminokwasy posiadają wypadkowy ładunek dodatni, natomiast w pH powyżej pI – ładunek ujemny.
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Rys. 2.3 Amfoteryczny charakter aminokwasów


Aminokwasy stanowią grupę związków o zróżnicowanej budowie, właściwościach i funkcji. Z tego powodu, stosując różne kryteria, związki te możemy podzielić na szereg grup. Poniżej przedstawiono niektóre z nich, częściowo uwzględniając je w Tab. 2.1.

Podział aminokwasów ze względu na występowanie i funkcję:

a)
aminokwasy białkowe – będące podstawową jednostką budującą peptydy i białka

b)
aminokwasy niebiałkowe – występujące w stanie wolnym aminokwasy nietypowe

c)
aminokwasy cukrotwórcze – będące prekursorami węglowodanów

d)
aminokwasy tłuszczotwórcze – będące prekursorami lipidów

Podział aminokwasów białkowych ze względu na możliwość syntezy przez organizm żywy:

a)
aminokwasy endogenne – syntetyzowane przez określony organizm

b)
aminokwasy egzogenne – nie syntetyzowane przez określony organizm

Bakterie i rośliny, poza nielicznymi wyjątkami, syntetyzują wszystkie niezbędne aminokwasy, w przeciwieństwie do człowieka i zwierząt, które pewne aminokwasy muszą pobierać z pożywienia.

Podział aminokwasów ze względu na strukturę łańcucha bocznego:

a)
alifatyczne XE "aminokwasy: alifatyczne" 
b)
aromatyczne XE "aminokwasy: aromatyczne" 
Podział aminokwasów ze względu na polarność łańcucha bocznego:

a)
aminokwasy niepolarne XE "aminokwasy: niepolarne" 
b)
aminokwasy polarne XE "aminokwasy: polarne" 
Podział aminokwasów ze względu na obecność w łańcuchu bocznym dodatkowych grup aminowych lub karboksylowych:

a)
kwasowe

b)
zasadowe XE "aminokwasy: zasadowe" 
c)
obojętne XE "aminokwasy: obojętne" 
Podział, wzory chemiczne, podstawowe właściwości oraz stosowane skróty nazw XE "aminokwasy: skróty nazw"  aminokwasów podano w Tab. 2.1.

Tab. 2.1 Podział i właściwości kwasowo-zasadowe aminokwasów

	
	aminokwas

skrót
	wzór
	M. cz.

[Da]
	pI XE "pI" 
	pK1
α-COOH
	pK XE "pK" 2
α-NH3+
	pKR
(łańcuch

boczny)

	aminokwasy alifatyczne XE "aminokwasy: alifatyczne" 
	glicyna XE "glicyna" 
(kwas aminooctowy)

Gly (G)
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	75,07
	5,97
	2,34
	9,60
	

	
	alanina XE "alanina" 
(kwas 2-aminopropionowy)

Ala (A)
	[image: image6.wmf]C

H

3

C

C

O

O

H

H

N

H

2


	89,09
	6,01
	2,34
	9,69
	

	
	walina XE "walina" *

(kwas 2-amino-3-metylomasłowy)

Val (V)
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	117,15
	5,97
	2,32
	9,62
	

	
	leucyna XE "leucyna" *

(kwas 2-amino-4-metylowalerianowy)

Leu (L)
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	131,18
	5,98
	2,36
	9,60
	

	
	izoleucyna XE "izoleucyna" *

(kwas 2-amino-3-metylowalerianowy)

Ile (I)
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	131,18
	6,02
	2,36
	9,68
	

	
	prolina XE "prolina" 
(kwas pirolidyno-2-karboksylowy)

Pro (P)
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	115,13
	6,48
	1,99
	10,96
	

	aminokwasy aromatyczneXEsy: aromatyczne" 
	fenyloalanina XE "fenyloalanina" *

(kwas 2-amino-3-fenylopropionowy)

Phe (F)
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	165,19
	5,48
	1,83
	9,13
	

	
	tyrozyna XE "tyrozyna" 
(kwas 2-amino-3-(4-hydroksyfenylo)-propionowy)

Tyr (Y)
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	181,19
	5,66
	2,20
	9,11
	10,07

	
	tryptofan XE "tryptofan" *

(kwas 2-amino-3-indolylopropionowy)

Trp (W)
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	204,23
	5,89
	2,38
	9,39
	


c.d. Tab. 2.1

	
	aminokwas

skrót
	wzór
	M. cz.

[Da]
	pI XE "pI" 
	pK1
α-COOH
	pK XE "pK" 2
α-NH3+
	pKR
(łańcuch

boczny)

	aminokwasy polarne XE "aminokwasy: polarne" 
	seryna XE "seryna" 
(kwas 2-amino-3-hydroksy-

propionowy)

Ser (S)
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	105,09
	5,68
	2,21
	9,15
	

	
	treonina XE "treonina" *

(kwas 2-amino-3-hydroksymasłowy)

Thr (T)
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	119,12
	5,87
	2,11
	9,62
	

	
	asparagina XE "asparagina" 
(kwas 2,4-diamino-bursztynowy)

Asn (N)
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	132,12
	5,41
	2,02
	8,80
	

	
	glutamina XE "glutamina" 
(kwas 2,5-diaminoglutarowy)

Gln (Q)
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	146,15
	5,65
	2,17
	9,13
	

	aminokwasy siarkoweXE "aminokwasy: siarkowe" 
	metionina XE "metionina" *

(kwas 2-amino-4-metylotiomasłowy)

Met (M)
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	149,21
	5,74
	2,28
	9,21
	

	
	cysteina XE "cysteina" 
(kwas 2-amino-3-tiopropionowy)

Cys (C)
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	121,16
	5,07
	1,96
	10,28
	8,18


c.d. Tab. 2.1

	
	aminokwas

skrót
	wzór
	M. cz.

[Da]
	pI XE "pI" 
	pK1
α-COOH
	pK XE "pK" 2
α-NH3+
	pKR
(łańcuch

boczny)

	aminokwasy zasadowe XE "aminokwasy: zasadowe" 
	histydyna XE "histydyna" 
(kwas 2-amino-3-imidazolo-propionowy)

His (H)
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	155,16
	7,59
	1,82
	9,17
	6,00

	
	lizyna XE "lizyna" *

(kwas 2,6-diaminokapronowy)

Lys (K)
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	146,19
	9,74
	2,18
	8,95
	10,53

	
	arginina XE "arginina" 
(kwas 2-amino-5-guanidyno-walerianowy)

Arg (R)
	[image: image22.wmf]C

H

2

C

H

2

C

C

O

O

H

H

N

H

2

C

H

2

N

H

C

N

H

2

N

H


	174,20
	10,76
	2,17
	9,04
	12,48

	aminokwasy kwaśne XE "aminokwasy: kwaśne" 
	kwas asparaginowy XE "kwas asparaginowy" 
(kwas aminobursztynowy)

Asp (D)
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	133,10
	2,77
	1,88
	9,60
	3,65

	
	kwas glutaminowy XE "kwas glutaminowy" 
(kwas aminoglutarowy)

Glu (E)
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	147,13
	3,22
	2,19
	9,67
	4,25


* aminokwasy egzogenne dla człowieka


W przypadkach niejednoznacznych stosowane są również oznaczenia:

Asx (B) – kwas asparaginowy XE "kwas asparaginowy"  lub asparagina XE "asparagina" ,

Glx (Z) – kwas glutaminowy XE "kwas glutaminowy"  lub glutamina XE "glutamina" ,

Xaa (X) – aminokwas nieznany lub nietypowy.


Poza 20 aminokwasami standardowymi przedstawionymi w Tab. 2.1 istnieją jeszcze dwa rzadziej występujące aminokwasy kodowane genetycznie: selenocysteina XE "selenocysteina"  i pirolizyna XE "pirolizyna"  (Rys. 2.5, Rys. 2.4). Selenocysteina powstaje w wyniku chemicznej modyfikacji seryny połączonej z tRNA XE "tRNA"  w rybosomie i jest włączana do białek przy użyciu kodonu UGA (kodon stop). Aminokwas ten występuje np. w peroksydazie glutationowej, zapobiegającej oksydacyjnemu działaniu nadtlenku wodoru w komórkach zwierzęcych. Drugi z aminokwasów – pirolizyna również powstaje w wyniku modyfikacji chemicznej aminokwasu połączonego z tRNA i również jest włączana do białek z wykorzystaniem kodonu stop – w tym przypadku UAG. W przeciwieństwie do selenocysteiny kodowanej we wszystkich organizmach żywych, pirolizyna jest spotykana w białkach syntetyzowanych przez bakterie właściwe i archeany np. w enzymach uczestniczących w produkcji metanu przez te organizmy.
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	Rys. 2.4 Pirolizyna
	Rys. 2.5 Selenocysteina


2.3. Właściwości fizykochemiczne aminokwasów


Aminokwasy są krystalicznymi substancjami o wysokich temperaturach topnienia (ponad 200ºC), w których dochodzi do ich rozkładu. Na ogół dobrze rozpuszczają się w wodzie i innych rozpuszczalnikach polarnych, chociaż ich rozpuszczalność w wodzie mieści się w szerokich granicach (Tab. 2.2). W rozpuszczalnikach niepolarnych lub w mniej polarnych (np. etanol, aceton) są słabo rozpuszczalne. Rozpuszczalność aminokwasów bardzo silnie zależy od pH roztworu i jest najmniejsza w punkcie izoelektrycznym (pI XE "pI" ). W silnie kwaśnych lub silnie zasadowych roztworach wodnych aminokwasy rozpuszczają się bardzo dobrze.


O właściwościach hydrofobowych aminokwasów decyduje budowa łańcucha bocznego. Aminokwasy hydrofobowe, wchodzące w skład łańcuchów białkowych, wykazują tendencje do występowania wewnątrz ich struktur, w tak zwanym rdzeniu cząsteczki, w odróżnieniu od aminokwasów hydrofilowych występujących na powierzchni. Stosuje się kilka skal hydrofobowości aminokwasów, odzwierciedlających wspomnianą wyżej tendencję do występowania wewnątrz lub na powierzchni cząsteczki białka, bądź też właściwości fizykochemiczne XE "aminokwasy: właściwości fizykochemiczne"  łańcuchów bocznych aminokwasów. W Tab. 2.2 przedstawiono indeksy hydrofobowości, służące do wyrażenia tendencji aminokwasów do poszukiwania środowiska wodnego (wartości ujemne) lub środowiska hydrofobowego (wartości dodatnie).

Tab. 2.2 Rozpuszczalność i właściwości hydrofobowe aminokwasów

	aminokwas
	rozpuszczalność XE "aminokwasy: rozpuszczalność"  w temp. 25ºC

[g/100 ml wody]*
	indeks hydrofobowości XE "aminokwasy: hydrofobowości indeks " **

	alanina XE "alanina" 
	16,65
	1,8

	arginina XE "arginina" 
	15 5)
	–4,5

	asparagina XE "asparagina" 
	3,53 3)
	–3,5

	cysteina XE "cysteina" 
	b.d. 2)
	2,5

	fenyloalanina XE "fenyloalanina" 
	2,96
	2,8

	glicyna XE "glicyna" 
	25
	–0,4

	glutamina XE "glutamina" 
	4,81 4)
	–3,5

	histydyna XE "histydyna" 
	4,19
	–3,2

	izoleucyna XE "izoleucyna" 
	4,12
	4,5

	kwas asparaginowy XE "kwas asparaginowy" 
	0,45 6)
	–3,5

	kwas glutaminowy XE "kwas glutaminowy" 
	0,864
	–3,5

	leucyna XE "leucyna" 
	2,426
	3,8

	lizyna XE "lizyna" 
	b.d. 2)
	–3,9

	metionina XE "metionina" 
	3,3811)
	1,9

	prolina XE "prolina" 
	162
	1,6

	seryna XE "seryna" 
	5,023 1)
	–0,8

	treonina XE "treonina" 
	b.d. 2)
	–0,7

	tryptofan XE "tryptofan" 
	1,14
	–0,9

	tyrozyna XE "tyrozyna" 
	0,0453
	–1,3

	walina XE "walina" 
	8,85
	4,2


* wg The Merck Index. An Encyclopedia of chemicals and drugs (1976), ** wg Kyte i Doolittle (1982); 1) wartość dla mieszaniny racemicznej, 2) b.d. – rozpuszczalność bardzo dobra, 3) rozpuszczalność w 28ºC dla uwodnionej formy aminokwasu, 4) rozpuszczalność w 30ºC, 5) rozpuszczalność w 21ºC, 6) rozpuszczalność w 20ºC.


Z występowaniem pierścieni aromatycznych w łańcuchach bocznych niektórych aminokwasów wiąże się zdolność pochłaniania światła w zakresie UV (Tab. 2.3). Właściwość ta jest powszechnie wykorzystywana do pomiaru stężenia białka (rozdział 3.10.1).

Tab. 2.3 Właściwości spektralne aminokwasów aromatycznych

	aminokwas
	molowy współczynnik absorpcji XE "molowy współczynnik absorpcji, ε "  

ε [M–1cm–1] (λ [nm])

	tryptofan XE "tryptofan" 
	5 500 (280 nm)

	tyrozyna XE "tyrozyna" 
	1 490 (274 nm)

	fenyloalanina XE "fenyloalanina" 
	   220 (257 nm)


2.4. Aminokwasy nietypowe i zmodyfikowane


Poza omówionymi wcześniej aminokwasami kodowanymi przez sekwencję nukleotydów DNA (rozdział 2.2) w białkach występują również aminokwasy niekodowane genetycznie, lecz powstające wskutek modyfikacji potranslacyjnych (rozdział 3.4). Ponadto w przyrodzie występuje ogromna liczba aminokwasów nietypowych (Rys. 2.6). Niektóre z nich pełnią rolę neurotransmiterów (GABA XE "GABA"  – kwas γ-aminomasłowy XE "kwas γ-aminomasłowy"  – produkt dekarboksylacji kwasu glutaminowego), czy hormonów (tyroksyna XE "tyroksyna" , powstająca z tyrozyny m.in. poprzez przyłączenie jodu). Niektóre aminokwasy są istotnymi intermediatami w różnych procesach metabolicznych, np. cytrulina XE "cytrulina"  i ornityna XE "ornityna"  uczestniczą w biosyntezie mocznika. Inne prawdopodobnie pełnią funkcje ochronne jak azaseryna XE "azaseryna" , wykorzystywana jako antybiotyk.
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	GABA XE "GABA" 
	tyroksyna XE "tyroksyna" 
	cytrulina XE "cytrulina" 
	ornityna XE "ornityna" 
	azaseryna XE "azaseryna" 


Rys. 2.6 Aminokwasy nietypowe niewystępujące w białkach


Kolejną grupą aminokwasów nietypowych są homologi aminokwasów, charakteryzujące się brakiem lub obecnością dodatkowej grupy metylenowej w łańcuchu bocznym. W nomenklaturze tej grupy aminokwasów przedrostek homo- stosuje się w przypadku cząsteczek, posiadających dodatkową grupę metylenową w łańcuchu węglowym np. homoseryna XE "homoseryna" , homocysteina XE "homocysteina" , natomiast przedrostek nor- oznacza homolog niższego rzędu, posiadający jedną grupę metylenową mniej od aminokwasu wyjściowego np. norwalina XE "norwalina" , norleucyna XE "norleucyna" . W obu przypadkach stosowanie nazw zwyczajowych jest niezalecane i lepiej używać nazw systematycznych.
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	homoseryna XE "homoseryna" 
	homocysteina XE "homocysteina" 
	norwalina XE "norwalina" 
	norleucyna XE "norleucyna" 


Rys. 2.7 Homologi aminokwasów

2.5. Reakcje charakterystyczne aminokwasów


Obecność grupy (-karboksylowej, (-aminowej oraz grup reaktywnych w łańcuchu bocznym warunkuje różne właściwości chemiczne aminokwasów oraz umożliwia szereg modyfikacji, wśród których na szczególną uwagę zasługują:

a)
dekarboksylacja XE "aminokwasy: dekarboksylacja" , w wyniku której powstają odpowiednie aminy

b)
estryfikacja XE "aminokwasy: estryfikacja" , produktem której są odpowiednie estry, np. połączenia z nukleozydami lub nukleotydami; w wyniku tych reakcji mogą powstawać zarówno niektóre antybiotyki, jak i np. aminoacylo-tRNA

c)
transaminacja, w wyniku której mogą powstawać nowe aminokwasy

d)
dezaminacja XE "aminokwasy: dezaminacja" , w wyniku czego powstają związki karbonylowe i amoniak

e)
N-acylacja, prowadząca m.in. do syntezy niektórych składników błon komórkowych (polisacharydy czy glikolipidy)

f)
modyfikacje łańcuchów bocznych aminokwasów w cząsteczkach białka (rozdział 3.4).

2.5.1. Reakcje barwne aminokwasów


Reakcje, których produkty posiadają zabarwienie, są często wykorzystywane w analizie jakościowej oraz ilościowej aminokwasów i białek. Poniżej wymieniono najbardziej charakterystyczne reakcje barwne dla aminokwasów (Tab. 2.4).

Tab. 2.4 Odczyny barwne aminokwasów i białek

	próba
	odczynniki
	aminokwasy

dające pozytywny

odczyn
	barwa

	Millona
	HgNO3 w HNO3 z HNO2
	Tyr
	czerwona

	ksantoproteinowa
	gorący HNO3
	Tyr, Trp, Phe
	żółta

	Adamkiewicza

-Hopkinsa
	kwas glioksalowy w stężonym H2SO4
	Trp
	purpurowa

	Ehrlicha
	p-dimetylo-aminobenzaldehyd

w stężonym HCl
	Trp
	niebieska

	Sakaguchi
	α-naftol, bromian (I) sodu
	Arg
	czerwona

	nitroprusydkowa
	nitroprusydek w stężonym amoniaku
	Cys
	czerwona

	Pauly’ego
	diazowany kwas sulfanilowy

w środowisku zasadowym
	His, Tyr
	czerwona

	Folina-Ciocalteu
	fosforo-molibdeno-wolframian
	Tyr
	niebieska


2.5.1.1. Wykrywanie aminokwasów aromatycznych w reakcji ksantoproteinowej

Zasada metody


Stężony kwas azotowy (V) wytrąca białka i nitruje pierścienie benzenowe aminokwasów aromatycznych (Rys. 2.8). Produkty reakcji ksantoproteinowej (gr. xanthos – żółty) dają barwę od jasnożółtej do brązowej, znacznie intensywniejszą po zalkalizowaniu próby. Najtrudniej reakcji nitrowania ulega fenyloalanina XE "fenyloalanina" .
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Rys. 2.8 Odczyn ksantoproteinowy na aminokwasy aromatyczne XE "aminokwasy: aromatyczne" 
Postępowanie

1.
Do 2 ml roztworu aminokwasu lub białka dodać kroplami (Ostrożnie!) ok. 0,5 ml stężonego kwasu azotowego (V) i jedną do dwóch kropli stężonego kwasu siarkowego (VI).

2.
Całość ogrzewać 30 sekund we wrzącej łaźni wodnej. Opisać uzyskane wyniki.

Materiały i odczynniki

· 0,1% roztwory tyrozyny, fenyloalaniny, tryptofanu oraz 1% roztwór albuminy

stężony kwas azotowy (V)

· stężony kwas siarkowy (VI)

2.6. Jakościowe i ilościowe metody oznaczania aminokwasów

2.6.1. Reakcja z ninhydryną – ogólny odczyn na aminokwasy XE "ninhydrynowa reakcja " 
Moore S, Stein W.H (1948) J. Biol. Chem. 176, 367–388.

Zasada metody


Reakcja z ninhydryną służy do jakościowego i ilościowego oznaczania wolnych aminokwasów. Podczas ogrzewania z ninhydryną w pH 5,0–5,5 aminokwasy ulegają tlenowej dezaminacji i dekarboksylacji. W czasie tej reakcji ninhydryna XE "ninhydryna"  redukuje się i łączy z amoniakiem powstałym z rozkładu aminokwasu oraz drugą cząsteczką ninhydryny, tworząc kompleks o zabarwieniu fioletowo-niebieskim z maksimum absorpcji przy 570 nm (Rys. 2.9). Prolina posiadająca grupę iminową w miejscu grupy α-aminowej, tworzy z ninhydryną innego typu kompleksy o żółtym zabarwieniu z maksimum absorpcji przy 440 nm (Rys. 2.10). Cysteinę i cystynę można oznaczyć tą metodą dopiero po przeprowadzaniu ich w kwas cysteinowy XE "kwas cysteinowy" .


Odczyn barwny z ninhydryną dają również peptydy posiadające większą ilość wolnych grup aminowych i karboksylowych, a także aminy, sole amonowe, aminocukry i amoniak. Z uwagi na czułość reakcji, z pracowni, w której oznacza się aminokwasy tą metodą, należy usunąć wszystkie odczynniki zawierające amoniak.
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Rys. 2.9 Reakcja ninhydrynowa (-aminokwasów

 XE "ninhydrynowa reakcja " 
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Rys. 2.10 Reakcja ninhydrynowa proliny

Postępowanie

1.
Do trzech probówek odpipetować kolejno po 1 ml: wody, 0,1% roztworu albuminy, 1% roztworu glicyny.

2.
Zawartość probówek zakwasić do pH 5,0–5,5, dodając kroplami roztwór kwasu octowego. Po dodaniu każdej kropli sprawdzić pH papierkiem uniwersalnym.

3.
Do wszystkich probówek dodać po 0,5 ml roztworu ninhydryny, wymieszać i ogrzać do wrzenia w płomieniu palnika gazowego lub we wrzącej łaźni wodnej.

4.
Uzyskane wyniki zamieścić w tabeli wyników, wyrażając intensywność zabarwienia symbolami:

*** barwa bardzo intensywna

**   barwa średnio intensywna

*     lekkie zabarwienie

–
brak zabarwienia

	roztwór
	0,1% albumina
	1% glicyna
	woda

	intensywność barwy
	
	
	


Materiały i odczynniki

· 0,1% roztwór albuminy

· 1% roztwór glicyny

· 0,1% etanolowy roztwór ninhydryny

· 2 M kwas octowy

· papierek uniwersalny
Uwagi


Optymalne pH dla przeprowadzenia reakcji ninhydrynowej mieści się w granicach 5,0–5,5. Do rozpuszczenia ninhydryny należy używać etanolu lub innych rozpuszczalników organicznych (np: 2-metoksyetanol, dimetylosulfotlenek) ze względu na to, że hydryndantyna oraz czerwień Ruhemanna są słabo rozpuszczalne w wodzie.

2.6.2. Ilościowe oznaczanie XE "aminokwasy: oznaczanie"  aminokwasów ninhydryną XE "ninhydrynowa reakcja " 
Jacobs S. (1959) Nature 183, 262.

Zasada metody


Reakcja barwna aminokwasów i soli amonowych z ninhydryną (szczegółowo omówiona w rozdziale 2.6.1) stanowi podstawę do ilościowego oznaczania tych związków w metodach kolorymetrycznych, w których mierzy się natężenie barwy zależne od stężenia powstałego barwnego kompleksu ninhydryny z amoniakiem oraz w metodach gazometrycznych, w których oblicza się ilość wydzielonego dwutlenku węgla (CO2) lub amoniaku (NH3). Metoda ninhydrynowa, jako czuła i dokładna, znajduje szerokie zastosowanie do ilościowego oznaczania aminokwasów rozdzielanych metodą chromatografii cienkowarstwowej lub kolumnowej. Aby oznaczyć aminokwasy związane w peptydach lub białkach należy te związki wcześniej poddać hydrolizie.

Postępowanie

1.
W probówce umieścić 0,5 ml roztworu aminokwasu, zawierającego od 3–5 (g/ml azotu aminowego.

2.
Dodać 1,5 ml 0,4 M buforu octanowego o pH 5,0 i 2 ml odczynnika ninhydrynowego. Równolegle wykonać próbę odczynnikową, dodając 0,5 ml wody w miejsce roztworu aminokwasu.

3.
Próby wymieszać i wstawić do wrzącej łaźni wodnej na 30 minut. Po tym czasie probówki oziębić, dodać po 6 ml 50% etanolu, wymieszać.

4.
Wykalibrować spektrofotometr na kontrolną próbę odczynnikową i odczytać wartość absorbancji próby badanej przy 570 nm.

5.
Uzyskane wartości absorbancji porównać z wartością absorbancji próby wzorcowej wykonanej równolegle, zawierającej leucynę o znanym stężeniu lub skorzystać z informacji, iż w warstwie 1 cm przy 570 nm 5,6 (g N (azotu aminowego) daje A570 =  0,805 SYMBOL 177 \f "Symbol" 0,008.

Wykonanie krzywej kalibracyjnej

1.
Do pięciu probówek odpipetować podane w tabeli objętości standardowego roztworu glicyny (o stężeniu 0,001 M), 0,4 M buforu octanowego o pH 5,5 i odczynnika ninhydrynowego.

2.
Próby ogrzewać przez 30 minut we wrzącej łaźni wodnej i po oziębieniu do temp. pokojowej dodać etanol.

3.
Odczytać absorbancję przy 570 nm wobec próby odczynnikowej (próba nr 1). Wykreślić krzywą zależności A570 od ilości N w próbie.

	nr próby
	1
	2
	3
	4
	5

	0,001 M Gly [ml]
	0
	0,05
	0,1
	0,15
	0,2

	0,4 M bufor octanowy, pH 5,5 [ml]
	1
	0,95
	0,90
	0,85
	0,80

	odczynnik ninhydrynowy [ml]
	1
	1
	1
	1
	1

	50% etanol [ml]
	3
	3
	3
	3
	3

	ilość N w próbie [(g]
	
	
	
	
	

	A570
	
	
	
	
	


Uwaga! 1 M roztwór glicyny (NH2CH2COOH) zawiera w 1 000 ml 75 g glicyny, co odpowiada 14 g azotu.

Materiały i odczynniki

odczynnik ninhydrynowy XE "odczynnik: ninhydrynowy" : rozpuścić 2 g ninhydryny w 50 ml 2-metoksyetanolu, dodać 25 ml 0,4 M buforu octanowego o pH 5,5, 25 ml wody i 0,08 g dwuwodnego chlorku cyny (II)

· 0,4 M bufor octanowy o pH 5,0

· 50% etanol

· 0,003–0,01% roztwór aminokwasu

Uwagi

Dodatek SnCl2 do odczynnika ninhydrynowego powoduje redukcję części ninhydryny i zapobiega ubocznym reakcjom utleniania, dzięki czemu obserwowana barwa prób jest intensywniejsza i możliwe jest dokładniejsze oznaczenie ilościowe aminokwasów.

2.6.3. Oznaczanie wolnych grup aminowych za pomocą aldehydu o-ftalowego

Church F.C., Swaisgood H.E., Porter D.H., Catignani G.L. (1983) J. Dairy Sci. 66, 1219–1227.

Zasada metody


Aldehyd o-ftalowy (OPA XE "OPA" 

 XE "aldehyd o-ftalowy (OPA)" ) daje z wolną grupą aminową aminokwasu w obecności (-merkaptoetanolu cykliczny produkt (Rys. 2.11), który może być oznaczany ilościowo: spektrofotometrycznie przez pomiar absorbancji przy 340 nm lub fluorymetrycznie przez pomiar emisji światła o ( = 450 nm, po uprzednim wzbudzeniu światłem o długości fali ( = 330. Powstający w tej reakcji związek posiada krótki czas trwania (około 10 min) i nie powstaje w reakcji z proliną (imina). Aby oznaczyć ilość proliny tą metodą, należy ją wcześniej utlenić w reakcji z chloraminą lub chloranem (VII) sodu (nadchloranem sodu). Ze względu na stosunkowo łatwą automatyzację procesu reakcję tę wykorzystuje się w analizie składów aminokwasowych białek i peptydów po uprzedniej ich hydrolizie i rozdziale wolnych aminokwasów w cieczowej chromatografii kolumnowej.
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Rys. 2.11 Reakcja aldehydu o-ftalowego z aminokwasem XE "OPA" 

 XE "aldehyd o-ftalowy (OPA)" 
Postępowanie

1.
Do 2 ml odczynnika o-ftalaldehydowego (OPA) dodać 50 (l roztworu aminokwasu, wymieszać i po upływie 2 minut odczytać absorbancję badanej próby przy 340 nm wobec próby odczynnikowej. Odczyt absorbancji powinien nastąpić w czasie nie dłuższym niż 10 minut od zakończenia reakcji.

2.
Obliczyć stężenie aminokwasu w próbie badanej, posługując się krzywą kalibracyjną, sporządzoną dla glicyny w zakresie od 3 do 30 (g.

Materiały i odczynniki

· odczynnik OPA XE "OPA" 

 XE "aldehyd o-ftalowy (OPA)"  XE "odczynnik: OPA" : rozpuścić 3,8 g boraksu10 H2O w wodzie, dodać 2 ml etanolu, 2 ml (-merkaptoetanolu, 0,1 g SDS, 0,08 g OPA i uzupełnić do 100 ml; odczynnik o-ftalaldehydowy wykonywać bezpośrednio przed reakcją i przechowywać nie dłużej niż tydzień w temp. pokojowej lub lodówce

· glicyna o stężeniu 0,6 mg/ml

Jednokierunkowa wstępująca chromatografia cienkowarstwowa (TLC) XE "chromatografia: cienkowarstwowa (TLC)" 
Zasada metody


Chromatografia cienkowarstwowa (TLC XE "TLC" , ang. Thin Layer Chromatography) umożliwia rozdzielenie mieszaniny związków na poszczególne składniki dzięki różnemu stopniowi podziału między dwie nie mieszające się ze sobą fazy: ruchomą i stacjonarną. Fazą stacjonarną (nieruchomą) jest woda związana adsorpcyjnie na nośniku (np: żel krzemionkowy XE "żel: krzemionkowy" , tlenek glinu, proszek celulozowy itp.) rozprowadzonym warstwą o grubości 0,1–0,3 mm, na płytkach szklanych, plastikowych lub metalowych. Natomiast jako fazy ruchomej używa się różnych mieszanin rozpuszczalników organicznych.

W układzie utworzonym przez dwie nie mieszające się ze sobą fazy ciekłe oraz rozpuszczoną w nich substancję, jej stężenie w obu fazach w stanie równowagi jest wielkością stałą, opisaną prawem Nernsta XE "prawo Nernsta" :
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gdzie: c1 – stężenie molowe składnika w fazie 1, c2 – stężenie molowe składnika w fazie 2, k – współczynnik podziału XE "współczynnik podziału" .


Współczynnik podziału (k) zależy od temperatury i właściwości składników fazy ruchomej, a nie zależy od stężenia substancji rozpuszczonej.

W praktyce częściej posługujemy się terminem: stosunek podziału K = c1/c2, gdzie c1 i c2 ma wymiar stężenia procentowego.

Miarą selektywności rozdziału dwóch substancji A i B w danym układzie jest stopień rozdziału ( określony wzorem:
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gdzie: KA, KB – stosunki podziału, odpowiednio: substancji A i substancji B między fazę nieruchomą i ruchomą.

Im bardziej ( różni się od jedności, tym rozdział dwóch substancji jest łatwiejszy.


W czasie rozwijania chromatogramu mieszanina związków, np. aminokwasów, przemieszcza się w fazie ruchomej nad nieruchomą fazą stacjonarną. W wyniku różnic w  strukturze, rozpuszczalności, polarności i ładunku składników dochodzi do specyficznych oddziaływań na zasadzie adsorpcji i wymiany jonowej między fazami, co prowadzi do rozdziału analizowanych związków.


Na płytki z warstwą adsorbentu nanosimy niewielkie ilości (kilka, kilkanaście mikrogramów) badanych mieszanin (np. aminokwasów) w niewielkiej objętości rozpuszczalnika (5–20 (l), tak by średnica plam była jak najmniejsza (1,5–2 mm). Gdy istnieje taka potrzeba, roztwór mieszaniny można nanosić na płytkę kilkakrotnie małymi porcjami w odstępach czasu, które pozwalają na każdorazowe odparowanie rozpuszczalnika.


Chromatogram rozwijamy w komorze chromatograficznej nasyconej parami składników układu rozwijającego.
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Po wywołaniu barwy rozdzielonych substancji, ich położenie na chromatogramie określane jest wartością współczynnika Rf XE "współczynnik Rf " 

 XE "Rf"  (ang. retention value factor), który wyraża się zależnością:
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W celu identyfikacji składników mieszaniny porównujemy otrzymane wartości Rf XE "Rf"  dla tychże składników z wartościami otrzymanymi dla pojedynczych, znanych związków, np. aminokwasów (roztwory standardowe). Możemy się w tym celu posłużyć również porównywaniem barw uzyskanych plam.
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Rys. 2.12 Schemat płytki do jednokierunkowej wstępującej chromatografii cienkowarstwowej

Postępowanie

1.
Umieścić niewielką ilość układu rozwijającego (20–50 ml) w komorze chromatograficznej i przykryć ją.

2.
Na płytce powleczonej żelem krzemionkowym zaznaczyć miękkim ołówkiem linię startu (ok. 1 cm od brzegu płytki) i miejsca nanoszenia próbek.

3.
Na zaznaczone miejsca nanieść przy pomocy kapilary badane roztwory aminokwasów w możliwie najmniejszej objętości (5–20 (l), pamiętając o tym, by do każdego nanoszonego roztworu używać tylko jednej kapilary (nie mieszać kapilar).

4.
Poczekać do wyschnięcia naniesionych próbek.

5.
Włożyć płytkę do komory chromatograficznej tak, by jej koniec był zanurzony w układzie rozwijającym, a linia startu była zdecydowanie powyżej poziomu cieczy.

6.
Komorę przykryć i rozwijać chromatogram do momentu, gdy czoło fazy ruchomej (układu rozwijającego) znajdzie się około 1 cm od końca płytki.

7.
Wyjąć płytkę z komory i natychmiast ołówkiem zaznaczyć na niej miejsce, do którego dotarło czoło fazy ruchomej.

8.
Płytkę wysuszyć w strumieniu ciepłego powietrza z suszarki do włosów lub pozostawić do wyschnięcia w temp. pokojowej.

9.
Suchą płytkę spryskać odczynnikiem ninhydrynowym i umieścić na około 10 minut w suszarce laboratoryjnej rozgrzanej do temp. 110ºC.

10.
Po wyjęciu z suszarki obrysować wybarwione plamy aminokwasów ołówkiem i zaznaczyć środki plam.

11.
Zmierzyć wszystkie odległości potrzebne do obliczenia wartości Rf dla każdej plamy i obliczyć te wartości.

12.
Po obliczeniu wartości Rf, kierując się otrzymanymi wartościami i kolorem plam określić jakościowo skład mieszanin aminokwasów rozdzielanych w chromatografii.

Materiały i odczynniki

· płytki pokryte żelem krzemionkowym

· komora chromatograficzna z przykrywką

· suszarka laboratoryjna nastawiona na 110ºC

· kapilary

· suszarka do włosów

· spryskiwacz

· odczynnik ninhydrynowy XE "odczynnik: ninhydrynowy"  (rozdział 2.6.2)

układy rozwijające: izopropanol : kwas octowy : woda (7:2:1), n-butanol : kwas octowy : woda (4:1:1)

· 0,5% roztwory kilku wybranych aminokwasów

· 0,5% roztwory mieszanin aminokwasów XE "aminokwasy:wykrywanie" \r "wykrywanieaminokwasów" 
W opracowaniu rozdziału Aminokwasy korzystano z następujących źródeł:  XE "aminokwasy" \r "aminokwasy"
Hancock W. (red.) Handbook of HPLC for separation of amino acids, peptides, and proteins. CRC Press, Inc. Boca Raton, Florida 1986.

The handbook of analysis and purification of peptides and proteins by reversed-phase HPLC. Broszura informacyjna firmyGRACE VYDAC, dostępna pod adresem internetowym http://www.vydac.com/vydacpubs/brindex.html.

Freeland S.J., Hurst L.D. (2004) Ewolucja języka genów. Świat Nauki 5, 56–63.

Jakubke H-D., Jeschkeit H. Aminokwasy, peptydy, białka. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1989.

Kączkowski J. Biochemia roślin. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1992.

Kłyszejko-Stefanowicz L. Ćwiczenia z biochemii. Praca zbiorowa. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2003.

Kyte J., Doolittle R.F. (1982) A simple method for displaying the hydropathic character of a protein. J. Mol. Biol. 157, 105–132.

Mastalerz P. Chemia organiczna. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1986.

Mejbaum-Katzenellenbogen W. Ćwiczenia z biochemii dla biologów. Wydawnictwo Uniwersytetu Wrocławskiego, Wrocław 1992.

Walker J.M. (red.) Methods in Molecular Biology. New protein techniques. Vol. 3, Humana Press Clifton, New Jersey 1988.

Minakowski W. Biochemia kręgowców. Państwowe Wydawnictwo Naukowe, Warszawa 1990.

Stryer L. Biochemia. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2003.

Voet D., Voet J.G. Biochemistry. John Wiley & Sons, Inc., New York 1990.

Windholtz M. (red.) The Merck Index. An Encyclopedia of chemicals and drugs. MERCK & CO., Inc. Rahway, N.J., USA 1976.

Witkiewicz, Z. Podstawy chromatografii. Wydawnictwa Naukowo-Techniczne, Warszawa 2000.

Strona internetowa International Union of Pure and Applied Chemistry: http://www.chem.qmul.ac.uk/iupac/AminoAcid/
3. Białka


Białka to naturalnie występujące nierozgałęzione polimery o masie cząsteczkowej od 10 000 do ponad 1 000 000 Da, zbudowane z aminokwasów połączonych wiązaniami peptydowymi. Poza 20 rodzajami L-aminokwasów mogą zawierać aminokwasy zmodyfikowane w czasie obróbki potranslacyjnej oraz dwa znacznie rzadziej występujące aminokwasy kodowane genetycznie: selenocysteinę i pirolizynę (rozdział 2.2).

Podział i funkcja XE "białka: funkcja"  białek


Białka stanowią ogromną grupę związków o różnym źródle pochodzenia, budowie, funkcjach i właściwościach. Z tego powodu w zależności od potrzeb stosuje się różne kryteria ich podziału. Poniżej przedstawiono jedynie kilka z nich, bazujących przede wszystkim na budowie i właściwościach białek.


Ze względu na skład chemiczny, białka możemy podzielić na białka proste (proteiny, homoproteiny) XE "białka: podział: proste (proteiny, homoproteiny)" , czyli białka składające się wyłącznie z aminokwasów oraz białka złożone (proteidy, heteroproteiny) XE "białka: podział: złożone (proteidy, heteroproteiny)" , które dodatkowo zawierają różnego typu cząsteczki o charakterze niebiałkowym lub jony.


Białka proste oraz białkowe części białek złożonych, charakteryzujące się podobną budową i właściwościami fizykochemicznymi łańcucha polipeptydowego, można podzielić na kilka podgrup. Pokrótce scharakteryzowano je poniżej.

Albuminy są białkami o masie cząsteczkowej ok. 70 000 Da, pI 4,5–6,0, dobrze rozpuszczają się w wodzie i rozcieńczonych roztworach soli; można je wysolić przy całkowitym nasyceniu roztworu siarczanem (VI) amonu. Występują powszechnie zarówno w organizmach zwierzęcych jak i roślinnych. Do albumin zalicza się np. albuminy XE "albuminy"  jaja, osocza krwi, mleka, leguminę z grochu.

Globuliny stanowią liczną grupę białek o masie cząsteczkowej 41 000–10 000 000 Da, ich pI mieści się w granicach 5,0–7,3, rozpuszczają się w roztworach soli obojętnych, niektóre w rozcieńczonych kwasach i zasadach, są nierozpuszczalne w wodzie; można je wysolić przy połowicznym nasyceniu roztworu siarczanem (VI) amonu. Ulegają denaturacji w łagodnych warunkach. W globulinach często występują jony metali (miedź, żelazo, cynk), reszty cukrowe, lipidy XE "lipidy"  (głównie fosfolipidy XE "fosfolipidy" ) i sterole. Pełnią w organizmie różnorakie funkcje, w tym funkcje katalityczne (enzymy XE "enzymy" ), obronne (immunoglobuliny XE "immunoglobuliny" ), regulatorowe (hormony XE "hormony" ).
Histony występują w jądrze komórkowym w połączeniu z kwasami nukleinowymi oraz w erytrocytach. Ze względu na duży udział reszt lizyny i argininy w ich składzie aminokwasowym są białkami zasadowymi; charakteryzują się małą zawartością aminokwasów siarkowych. Dobrze rozpuszczają się w wodzie i rozcieńczonych roztworach kwasów.
Protaminy są białkami, a właściwie peptydami, o masie cząsteczkowej nie przekraczającej 5 000 Da. Posiadają silnie zasadowy charakter z uwagi na dużą zawartość argininy (np. ponad 50% wszystkich reszt aminokwasów w protaminach spermy ryb), nie zawierają aminokwasów siarkowych. Charakteryzują się ubogim składem aminokwasowym. Posiadają właściwości zbliżone do histonów. Dobrze rozpuszczają się w wodzie i w rozcieńczonych roztworach kwasów. W połączeniu z kwasami nukleinowymi tworzą nukleoprotaminy XE "nukleoprotaminy" . Występują w spermie ssaków, ptaków i ryb np. salmina z mlecza łososia.
Gluteliny XE "gluteliny "  to białka roślinne charakteryzujące się dużą zawartością kwasu glutaminowego, glutaminy i proliny, nierozpuszczalne w wodzie, roztworach soli i etanolu, rozpuszczają się w rozcieńczonych roztworach kwasów i zasad. Występują w dużej ilości w ziarnach zbóż np. glutelina pszenicy wchodząca w skład glutenu.

Prolaminy są białkami roślinnymi występującymi w nasionach traw, rozpuszczalnymi w 70% etanolu. Charakteryzują się dużą zawartością kwasu glutaminowego i proliny oraz małą ilością lizyny. Przykładem prolamin jest gliadyna z ziarna pszenicy występująca w glutenie.

Skleroproteiny XE "skleroproteiny "  to zwierzęce białka fibrylarne nierozpuszczalne w wodzie i rozcieńczonych roztworach soli, kwasów i zasad. Charakteryzują się dużą zawartością cysteiny, proliny i hydroksyproliny. W skład tej grupy białek wchodzą białka tkanki łącznej: kolagen XE "kolagen"  i elastyna XE "elastyna" , keratyna XE "keratyna"  występująca we włosach i wytworach naskórka: paznokciach, kopytach, rogach i piórach, a także fibroina XE "fibroina"  jedwabiu.


Podobnie jak białka proste, białka złożone cechuje różnorodność właściwości i funkcji. Poniżej przedstawiono podział XE "białka: podział"  tej grupy białek ze względu na rodzaj grupy niebiałkowej wchodzącej w skład cząsteczki (Tab. 3.1).

Tab. 3.1 Rodzaje białek złożonych

	składnik niebiałkowy
	nazwa grupy białek
	przykłady

	cukry XE "cukry" 
	glikoproteiny XE "glikoproteiny" 
	owoalbumina

α1-glikoproteina osocza krwi

przeciwciała XE "przeciwciała" 
receptory komórkowe

mucyna

	lipidy XE "lipidy" 
	lipoproteiny XE "lipoproteiny" 
	HDL XE "HDL"  – lipoproteiny XE "lipoproteiny"  o dużej gęstości

IDL – lipoproteiny XE "lipoproteiny"  o pośredniej gęstości

LDL XE "LDL"  – lipoproteiny XE "lipoproteiny"  o małej gęstości

VLDL – lipoproteiny XE "lipoproteiny"  o bardzo małej gęstości

chylomikrony

	kwasy nukleinowe XE "kwasy nukleinowe" 
	nukleoproteiny XE "nukleoproteiny" 
	nukleoprotaminy XE "nukleoprotaminy" 
nukleohistony XE "nukleohistony" 
proste wirusy roślinne

	reszty kwasu fosforowego
	fosfoproteiny XE "fosfoproteiny" 
	kazeina XE "kazeina" 

	jony metali
	metaloproteiny XE "metaloproteiny" 
	hemoglobina XE "hemoglobina" 
oksygenazy XE "oksygenazy" 
ferrytyna XE "ferrytyna" 
ceruloplazmina XE "ceruloplazmina" 

	barwniki
	chromoproteiny XE "chromoproteiny" 
	hemoglobina XE "hemoglobina" 
rodopsyna XE "rodopsyna" 



Powyższy podział XE "białka: podział"  białek złożonych w wielu przypadkach nie jest jednoznaczny, gdyż niektóre białka mogą należeć jednocześnie do kilku grup np. hemoglobina XE "hemoglobina"  będąca zarówno metaloproteiną i chromoproteiną, czy β1-lipoproteina zawierająca poza resztami cholesterolu i fosfolipidów także reszty cukrowe.


Przyjmując jako kryterium podziału białek ich kształt i rozpuszczalność można je podzielić na białka fibrylarne i globularne.

Białka fibrylarne (włókienkowe) posiadają wydłużony kształt, często tworzą włókna i zwykle są nierozpuszczalne w wodzie. W skład tej grupy białek wchodzą kolageny, elastyna XE "elastyna"  (składniki tkanek łącznych), keratyny (główny składnik skóry, włosów, piór), fibryna XE "fibryna"  (tworzy skrzepy we krwi).

Białka globularne mają kształt zbliżony do kulistego, są na ogół dobrze rozpuszczalne w wodzie, zwykle są bardziej wrażliwe na wysoką temperaturę i zmiany pH niż białka włókienkowe. W tej grupie białek znajdują się m.in. białka pełniące funkcje regulatorowe: hormony XE "hormony" , przeciwciała XE "przeciwciała" , enzymy XE "enzymy" .


Różnorodność białek znajduje także odzwierciedlenie w pełnionych przez nie funkcjach i w udziale we wszystkich procesach życiowych organizmów żywych oraz wirusów (Tab. 3.2).

Tab. 3.2 Funkcje białek

	funkcja XE "białka: funkcja" 
	opis
	przykłady

	mechaniczno-strukturalna
	materiał budulcowy komórek i tkanek
	kolagen XE "kolagen" 
elastyna XE "elastyna" 
keratyna XE "keratyna" 

	ruch uporządkowany
	• praca mięśni

• przemieszczanie się chromosomów w czasie

  mitozy

• poruszanie się plemników
	aktyna XE "aktyna" 
miozyna XE "miozyna" 

	transport
	transport tlenu oraz innych cząsteczek i jonów
	hemoglobina XE "hemoglobina" 
mioglobina XE "mioglobina" 
lipoproteiny XE "lipoproteiny" 
transferyna XE "transferyna" 

	magazynowanie
	magazynowanie związków różnego typu 
	ferrytyna XE "ferrytyna" 

	kataliza enzymatyczna
	enzymy XE "enzymy"  różnych klas: oksydoreduktazy XE "oksydoreduktazy" 
    transferazy XE "transferazy" 
    hydrolazy XE "hydrolazy" 
    liazy XE "liazy" 
    izomerazy XE "izomerazy" 
    ligazy XE "ligazy" 
	katalaza XE "katalaza" 
glukokinaza XE "glukokinaza" 
trypsyna XE "trypsyna" 
cyklaza adenylanowa XE "cyklaza adenylanowa" 
izomeraza glukozofosforanowa XE "izomeraza glukozofosforanowa" 
syntetaza glutationowa XE "syntetaza glutationowa" 

	regulatorowa
	• regulacja ciśnienia wewnątrzustrojowego

  i kontrola pH

• czynniki wzrostu organizmów wyższych

• kontrola procesów biochemicznych przez

  hormony XE "hormony" , inhibitory XE "enzymy: inhibitory"  i inne typy białek

• kontrola wzrostu i różnicowania przez białka

  represorowe w bakteriach
	albumina surowicy krwi

hemoglobina XE "hemoglobina" 
NGF XE "NGF"  – czynnik wzrostu nerwu

insulina XE "insulina" , serpiny XE "serpiny" , kinazy białkowe XE "kinazy białkowe" 
represor operonu laktozowego XE "represor operonu laktozowego" 
 (represor lac)

	ochronna
	• elementy powłok ciała – skóra i wytwory naskórka

• ochrona immunologiczna

• zapobieganie wykrwawieniu
	kolagen XE "kolagen" , elastyna, keratyna XE "keratyna" 
przeciwciała XE "przeciwciała" 
fibrynogen XE "fibrynogen" 

	komunikacja
	wytwarzanie i przenoszenie impulsów nerwowych
	rodopsyna XE "rodopsyna" 
receptor acetylocholinowy XE "receptor acetylocholinowy" 


3.1. Wiązanie peptydowe XE "wiązanie peptydowe" 

Cząsteczki białek zbudowane są z aminokwasów połączonych wiązaniami amidowymi nazywanymi wiązaniami peptydowymi. Wiązanie peptydowe powstaje w wyniku reakcji grupy karboksylowej jednego aminokwasu i grupy aminowej kolejnego aminokwasu z wydzieleniem cząsteczki wody (Rys. 3.1).
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Rys. 3.1 Reakcja powstawania wiązania peptydowego


Wiązanie peptydowe ma w 40% charakter wiązania podwójnego (Rys. 3.2), o czym świadczy m.in. jego długość – 0,132 nm. Wartość ta stanowi wartość pośrednią między długością wiązania pojedynczego (0,149 nm) a podwójnego (0,127 nm) pomiędzy atomami węgla i azotu.


[image: image44.wmf]C

N

H

O

C

N

H

O

+

-


Rys. 3.2 Częściowo podwójny charakter wiązania peptydowego


Kolejną cechą wiązania peptydowego jest jego planarność, bowiem wszystkie atomy wchodzące w skład ugrupowania peptydowego (grupa karbonylowa, atom azotu i atom wodoru) leżą w jednej płaszczyźnie. Wiązanie peptydowe niemal zawsze przyjmuje konfigurację trans, tzn. atom tlenu grupy karbonylowej i atom wodoru grupy –NH znajdują się po przeciwnych stronach wiązania. Taka konfiguracja jest korzystna energetycznie z uwagi na brak przeszkód sterycznych między łańcuchami bocznymi aminokwasów tworzących wiązanie peptydowe XE "wiązanie peptydowe" . Wyjątkiem od tej reguły są wiązania X–Pro (X – dowolna reszta aminokwasowa), gdzie możliwa jest zarówno konfiguracja trans jak i cis (atom wodoru znajduje się po tej samej stronie wiązania peptydowego co atom tlenu).


Częściowo podwójny charakter wiązania peptydowego powoduje, że jest ono sztywne i nie ma możliwości rotacji wokół niego. W przeciwieństwie do tego wiązania, wiązania między węglem α i karbonylowym atomem węgla oraz węglem α i atomem azotu są pojedyncze i istnieje możliwość swobodnej rotacji wokół nich (Rys. 3.5). Obydwa fakty mają fundamentalne znaczenie dla budowy białek, co omówiono w dalszych częściach rozdziału.


W białkach, poza wiązaniami peptydowymi utworzonymi pomiędzy grupami aminowymi i karboksylowymi połączonymi z węglami α kolejnych aminokwasów (ten typ wiązania nazywany jest czasami wiązaniem eupeptydowym XE "wiązanie eupeptydowe " ), spotyka się również wiązania izopeptydowe XE "wiązanie izopeptydowe " , czyli wiązania amidowe, w których utworzenie zaangażowane są grupy aminowe lub karboksylowe znajdujące się w łańcuchach bocznych aminokwasów.

3.2. Budowa i nazewnictwo peptydów


Aminokwasy, łącząc się ze sobą poprzez wiązania peptydowe, mogą tworzyć cząsteczki różnej wielkości. W przypadku cząsteczek zawierających kilka aminokwasów mówimy odpowiednio o dipeptydach, tripeptydach, tetrapeptydach itd. Cząsteczki zawierające 10–20 reszt aminokwasowych to oligopeptydy XE "oligopeptydy" , natomiast cząsteczki zbudowane z ponad 50–100 reszt aminokwasowych to polipeptydy XE "polipeptydy" . W przypadku polipeptydów o masie cząsteczkowej powyżej 10 000 Da mówimy o białkach. Ponieważ przeciętna masa aminokwasu wynosi ok. 110 Da, przyjmuje się, że białka to cząsteczki posiadające ponad 100 aminokwasów.


Charakterystyczną cechą budowy łańcuchów polipeptydowych jest występowanie połączonych ze sobą, powtarzających się grup peptydowych i węgli α, tworzących łańcuch główny (szkielet cząsteczki) oraz obecność łańcuchów bocznych o różnej budowie, należących do aminokwasów tworzących cząsteczkę (Rys. 3.3).


Przyjęto, że sekwencje aminokwasowe peptydów i białek będą zapisywane w kierunku od N-końca do C-końca, czyli w taki sposób, że aminokwas z wolną grupą aminową znajduje się z lewej strony, a z wolną grupą karboksylową z prawej strony. Poniżej przedstawiono cztery możliwe sposoby zapisu sekwencji przykładowego peptydu przy użyciu wzorów strukturalnych oraz trzyliterowych i jednoliterowych skrótów nazw aminokwasów (Rys. 3.3).
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Rys. 3.3 Budowa przykładowego peptydu

Stan uprotonowania grup funkcyjnych odpowiada warunkom pH = 7,0; dodatkowo zaznaczono łańcuch główny peptydu, utworzony przez jednostki peptydowe i węgle α poszczególnych aminokwasów.


Systematyczna nazwa powyższego peptydu to L-serylo-L-histydylo-L-arginylo-L-glutamylo-L-lizyna. Pomijając konfigurację aminokwasów budujących ten peptyd, jego nazwa będzie wyglądała następująco: serylohistydyloarginyloglutamylolizyna.


W odniesieniu do mieszaniny polimerów tego samego aminokwasu, np. alaniny, o różnej długości możemy użyć nazwy: oligoalanina, polialanina lub poli-L-alanina. Ze względu na dość skomplikowane nazwy, zwłaszcza dłuższych peptydów, często stosuje się nazwy zwyczajowe, szczególnie w odniesieniu do peptydów występujących naturalnie.


W tym miejscu warto wspomnieć o peptydach posiadających znaczenie fizjologiczne. Wśród nich znajdują się m.in. występujący w mięśniach neuropeptyd karnozyna XE "karnozyna"  (dipeptyd), biorący udział w procesach oksydacyjno-redukcyjnych glutation XE "glutation"  (γ-Glu-Cys-Gly), zwiększający ciśnienie krwi oktapeptyd angiotensyna XE "angiotensyna" , oligopeptydy XE "oligopeptydy"  występujące w mózgu, odpowiedzialne za kontrolę odczuwania bólu – enkefaliny XE "enkefaliny"  czy hormon zwiększający stężenie glukozy we krwi – glukagon XE "glukagon"  zbudowany z 29 reszt aminokwasowych.


Interesującą grupę peptydów stanowią peptydy cykliczne, powstające wskutek utworzenia wiązania peptydowego przez N-końcową grupę aminową i C-końcową grupę karboksylową. Tego typu peptydy są często syntetyzowane przez mikroorganizmy, np. antybiotyk gramicydyna S XE "gramicydyna S"  – oktapeptyd produkowany przez szczep Bacillus brevis, zawierający aminokwasy nietypowe (L-Orn) oraz aminokwasy szeregu D (D-Phe, D-Orn).

3.3. Modyfikacje potranslacyjne białek


Po zakończeniu procesu translacji, białka mogą ulegać licznym modyfikacjom, w rezultacie czego w ich cząsteczkach poza aminokwasami kodowanymi genetycznie (rozdział 2.2) występują także aminokwasy innego typu. Potranslacyjna obróbka białek ma na celu uzyskanie cząsteczek posiadających odpowiednią strukturę, zapewniającą właściwą funkcję fizjologiczną. Modyfikacje dotyczą łańcuchów bocznych aminokwasów i możemy wśród nich wymienić:

· fosforylację grup hydroksylowych seryny, treoniny, tyrozyny, hydroksyproliny;

· glikozylację, polegającą na przyłączeniu fragmentu węglowodanowego, zawierającego od dwóch do piętnastu cząsteczek monocukrów (np. N-acetyloglukozoamina, mannoza XE "mannoza" , galaktoza XE "galaktoza" ) poprzez grupę hydroksylową seryny lub treoniny (wiązanie O-glikozydowe), poprzez grupę amidową asparaginy (wiązanie N-glikozydowe) albo przez wolną grupę karboksylową kwasu asparaginowego lub glutaminowego (wiązanie estrowe);

palmitynację, polegającą na wiązaniu 16-węglowej grupy palmitynowej do grupy tiolowej cysteiny, najczęściej wiązaniem tioestrowym;

· prenylację, polegającą na tioeterowym wiązaniu grup prenylowych (np. grup izoprenoidowych, 15-węglowego farnezylu i 20-węglowego geranylogeranylu) do grupy tiolowej cysteiny, występującej blisko C-końca peptydu.

Poniżej podano niektóre modyfikacje potranslacyjne XE "białka: modyfikacje potranslacyjne"  wraz z przykładami aminokwasów zmodyfikowanych (Rys. 3.4, Tab. 3.3).
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Rys. 3.4 Reakcja powstawania cząsteczki cystyny

Tab. 3.3 Modyfikacje potranslacyjne aminokwasów

	aminokwas

zmodyfikowany
	wzór
	rodzaj modyfikacji potranslacyjnej
	przykładowa funkcja

	cystyna XE "cystyna" 
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	utlenianie grup hydrosulfidowych dwóch reszt cysteiny, co prowadzi do powstania wiązania disiarczkoweg XE "wiązania disiarczkowe" o
	udział w tworzeniu struktury przestrzennej białek

	acetyloseryna XE "acetyloseryna" 
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	acetylacja grupy aminowej
	wzrost odporności na trawienie

	kwas piroglutaminowy XE "kwas piroglutaminowy" 
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	cyklizacja kwasu glutaminowego przez utworzenie wewnątrzcząsteczkowego wiązania amidowego między grupą α-aminową i γ-karboksylową
	wzrost odporności na trawienie zwiększenie okresu półtrwania

	kwas γ-karboksy-glutaminowy
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	karboksylacja
	wpływ na krzepnięcie krwi poprzez zapewnienie właściwej struktury protrombiny

	4-hydroksyprolina  XE "hydroksylizyna" 
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	stabilizacja włókien kolagenu

	5-hydroksylizyna
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	fosfoseryna XE "fosfotyrozyna" 
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	fosforylacja grupy hydroksylowej
	modyfikacja aktywności enzymów/białek uczestniczących

w regulacji procesów komórkowych

	fosfotreonina
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	fosfotyrozyna
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3.4. Struktura białek XE "białka: struktura " 

Białka posiadają budowę przestrzenną, w której możemy wyróżnić kilka poziomów organizacji, omówionych poniżej.

Struktura I-rzędowa to najniższy i zarazem podstawowy poziom organizacji białek, tożsamy z sekwencją, czyli kolejnością aminokwasów, w jakiej występują one w łańcuchu polipeptydowym. Sekwencja aminokwasowa jest kodowana genetycznie i determinuje struktury wyższego rzędu.

Struktura II-rzędowa określa sposób sfałdowania łańcucha polipeptydowego, definiowany jako wzajemne ułożenie sąsiednich reszt aminokwasowych w łańcuchu polipeptydowym. Podstawowe znaczenie w tworzeniu struktur drugorzędowych ma sztywność wiązania peptydowego, możliwość swobodnej rotacji wokół sąsiadujących z nim wiązań oraz tworzenie wiązań wodorowych między grupami –NH i –CO łańcucha głównego. Wyróżniamy kilka typów struktur II-rzędowych:

Struktury helikalne powszechnie występują w białkach fibrylarnych i globularnych. Najczęściej spotykaną jest α-helisa XE "(-helisa "  (helisa 3,613) – prawoskrętna struktura cylindryczna, w której na jeden skręt przypada 3,6 reszt aminokwasowych, a ilość atomów (włączając wodór) zamkniętych w pierścień dzięki utworzeniu wiązania wodorowe XE "wiązania wodorowe" go wynosi 13.

Kilka helis α oplatając się wokół siebie może tworzyć helisy wyższego rzędu, jak np. w miozynie, fibrynie czy keratynie. Inne typy helis występujących w białkach to helisy typu 2,27, 310 i 4,416 (helisa π).
Struktury β (harmonijki β, β-kartki)  XE "(-struktura " charakteryzują się tym, że tworzą je znajdujące się w jednej płaszczyźnie łańcuchy polipeptydowe, połączone siatką wiązań wodorowych pomiędzy grupami –CO i –NH sąsiednich łańcuchów, które mogą być ułożone w jednym kierunku (równoległa β-struktura) lub w kierunkach przeciwnych (antyrównoległa β-struktura). Przykładem białka zbudowanego niemal wyłącznie z antyrównoległych β-struktur jest fibroina XE "fibroina"  jedwabiu.

Skręty (zwroty β, zagięcia spinki do włosów) to struktury powodujące zmianę kierunku przebiegu łańcucha polipeptydowego, powstające dzięki utworzeniu wiązania wodorowe XE "wiązania wodorowe" go między grupą –CO reszty n i grupą –NH reszty n+3; często łączą antyrównoległe struktury β.

Struktura III-rzędowa określa wzajemne przestrzenne położenie struktur drugorzędowych oraz lokalizację mostków disiarczkowych.

Struktura IV-rzędowa dotyczy organizacji budowy białek podjednostkowych, składających się z więcej niż jednego łańcucha peptydowego, określając ich wzajemne położenie i rodzaj oddziaływań.


W białkach często spotyka się dodatkowy poziom organizacji budowy przestrzennej, cechujący się charakterystycznym układem struktur drugorzędowych, tworzących wyodrębnione jednostki globularne, nazywane domenami, będące przykładem struktury naddrugorzędowej.


Uzyskanie odpowiedniej struktury przestrzennej białka jest możliwe dzięki możliwości rotacji w łańcuchu głównym wokół wiązań pojedynczych sąsiadujących ze sztywnym, planarnym wiązaniem peptydowym. Wielkość rotacji jest definiowana przez kąty torsyjne φ (fi) i ψ (psi). Kąt torsyjny φ odpowiada rotacji wokół pojedynczego wiązania między atomem azotu i węglem α, natomiast kąt ψ wokół wiązania między węglem α i węglem karbonylowym (Rys. 3.5).
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Rys. 3.5 Kąty torsyjne φ i ψ


W utrzymaniu konformacji natywnej, zapewniającej białku właściwą aktywność biologiczną, bierze udział szereg oddziaływań, wśród których podstawowe znaczenie mają wiązania wodorowe XE "wiązania wodorowe"  między grupami –CO i –NH łańcuchów głównych. W tworzeniu wiązań wodorowych uczestniczą także łańcuchy boczne aminokwasów, które mogą być tylko donorami w tym typie wiązań (tryptofan XE "tryptofan"  i arginina XE "arginina" ), mogą pełnić zarówno funkcje donorów i akceptorów (asparagina XE "asparagina" , seryna XE "seryna" , treonina XE "treonina" ) oraz będące w zależności od pH donorami albo akceptorami (ale nigdy równocześnie) np.: lizyna XE "lizyna" , kwas glutaminowy XE "kwas glutaminowy" , kwas asparaginowy XE "kwas asparaginowy" , tyrozyna XE "tyrozyna"  i histydyna XE "histydyna" . Wśród innych niekowalencyjnych oddziaływań między łańcuchami bocznymi aminokwasów należy wymienić: oddziaływania elektrostatyczne XE "oddziaływania elektrostatyczne"  (przyciąganie lub odpychanie między aminokwasami posiadającymi ładunek elektryczny w fizjologicznym pH), w tym mostki solne – bardzo stabilne oddziaływania elektrostatyczne, oddziaływania van der Waalsa XE "oddziaływania van der Waalsa"  oraz oddziaływania hydrofobowe XE "oddziaływania hydrofobowe" .


Jak już wspomniano powyżej, odpowiednie sfałdowanie łańcucha polipeptydowego i uzyskanie konformacji natywnej jest warunkiem niezbędnym, aby białko mogło właściwie pełnić przypisaną mu funkcję. W przypadku białek o budowie podjednostkowej, struktura przestrzenna może ulegać odwracalnym zmianom, połączonym ze zmianą aktywności biologicznej. Zjawisko to nazywamy allosterią  XE "białka: allosteryczne " 

 XE "allosteria " i zachodzi ono wskutek przyłączenia tzw. efektorów allosterycznych XE "efektor allosteryczny "  do centrów allosterycznych XE "centrum allosteryczne " , położonych w miejscach odległych przestrzennie od miejsca, w którym zachodzą zmiany konformacji białka. Do białek allosterycznych należy wiele enzymów, których konformacja może zmieniać się pod wpływem substratów, inhibitorów lub aktywatorów XE „enzymy: aktywatory" 

 XE "aktywatory enzymów" , a także hemoglobina XE "hemoglobina" , której efektorami allosterycznymi są tlen, CO2 i H+.


Poznanie struktury przestrzennej białek daje w wielu przypadkach możliwość zrozumienia ich funkcji i sposobu działania, co ma znaczenie nie tylko poznawcze, ale także praktyczne np. w projektowaniu nowych cząsteczek o pożądanych właściwościach. W określaniu budowy przestrzennej białek wykorzystuje się techniki rentgenograficzne i NMR XE "NMR"  oraz w pewnym stopniu dichroizm kołowy.

3.5. Denaturacja białek


W zależności od swej budowy białka w różnym stopniu mogą być wrażliwe na działanie czynników fizycznych i chemicznych powodujących zniszczenie struktury przestrzennej i tym samym utratę funkcji biologicznych. Proces ten nosi nazwę denaturacji i polega na zniszczeniu wszystkich poziomów organizacji cząsteczki białka, poza strukturą pierwszorzędową. Do denaturacji białka dochodzi wskutek zerwania wiązań wodorowych, oddziaływań van der Waalsa, oddziaływań elektrostatycznych i (nie zawsze) wiązań disiarczkowych. Powoduje to rozfałdowanie łańcucha polipeptydowego i przyjęcie przez białko konformacji kłębka statystycznego XE "kłębek statystyczny " .


Wskutek denaturacji białka zmieniają się jego właściwości fizykochemiczne. Traci ono cechy koloidu hydrofilowego XE "koloid hydrofilowy " , gdyż zostaje pozbawione otoczki wodnej i zmniejsza się jego rozpuszczalność XE "białka: rozpuszczalność" 

 XE "białka: punkt izoelektryczny"  w punkcie izoelektrycznym. Poza tym białka zdenaturowane są bardziej podatne na hydrolizę enzymatyczną.


Denaturacji białek nie należy utożsamiać z wytrącaniem (rozdział 3.9.3), ponieważ wiele białek można wytrącić z roztworu nie denaturując ich. Poza tym białka można denaturować nie wytrącając ich z roztworu.


Niektóre białka, w szczególności te o prostej budowie, po usunięciu czynnika denaturującego mogą odzyskać natywną konformację i pełną aktywność biologiczną. Proces ten nosi nazwę renaturacji XE "renaturacja " . W przypadku ekspozycji białka na ekstremalne warunki np. silne ogrzewanie, denaturacja XE "białka: denaturacja"  jest procesem nieodwracalnym.


Fizyczne i chemiczne czynniki denaturujące białka przedstawiono i krótko scharakteryzowano poniżej (Tab. 3.4).

Tab. 3.4 Czynniki powodujące denaturację białek

	czynnik
	obserwowany efekt

	ciepło (wysoka temperatura)
	rozerwanie wiązań wodorowych

	promieniowanie UV
	rozerwanie wiązań wodorowych

	promieniowanie jonizujące
	rozerwanie oddziaływań niekowalencyjnych i wiązań disiarczkowych

	ultradźwięki
	rozerwanie wiązań wodorowych

	gwałtowne mieszanie, ubijanie
	rozerwanie wiązań wodorowych

	znaczne zmiany pH
	zmiana układu wiązań jonowych

	stężone kwasy i zasady
	tworzenie soli, niszczenie wiązań wodorowych, precypitacja białek

	metale ciężkie

np. rtęć, srebro, ołów
	zniszczenie oddziaływań elektrostatycznych i w pewnym stopniu wiązań disiarczkowych

	detergenty, XE "detergenty"  np. SDS XE "SDS"  (sól sodowa siarczanu dodecylu)
	rozerwanie wiązań hydrofobowych, oddziaływanie z białkiem przez tworzenie wiązań wodorowych

	mocznik
	tworzenie konkurencyjnych wiązań wodorowych z białkiem

	guanidyna
	tworzenie konkurencyjnych wiązań wodorowych z białkiem

	garbniki
	tworzenie konkurencyjnych wiązań wodorowych z białkiem

	β-merkaptoetanol
	przy niskim stężeniu tworzy mieszane mostki disiarczkowe z łańcuchami bocznymi cysteiny, przy nadmiarze β-merkaptoetanolu następuje dalsza redukcja

	rozpuszczalniki organiczne

np. etanol, aceton (w długim okresie czasu i w temp. pokojowej)
	zmiana stałej dielektrycznej i hydratacji grup jonowych, precypitacja


Analiza sekwencji aminokwasowej białek XE "sekwencja aminokwasowa białek " 

Poznanie struktury białka jest pomocne w zrozumieniu jego właściwości oraz funkcji i poza celami poznawczymi, ma również znaczenie praktyczne np. w projektowaniu cząsteczek o określonych właściwościach. Znajomość struktury pierwszorzędowej białka jest bardzo pomocna w określeniu jego struktury przestrzennej (metodami krystalograficznymi lub jądrowego rezonansu magnetycznego – NMR XE "NMR" ), natomiast w określaniu sekwencji białka bywa użyteczna znajomość składu aminokwasowego (rozdział 3.14).


Najczęściej wykorzystywaną metodą oznaczania sekwencji aminokwasowej peptydów i białek jest degradacja Edmana XE "degradacja Edmana" . W metodzie tej fenyloizotiocyjanian XE "fenyloizotiocyjanian"  (PITC XE "PITC" ) w środowisku zasadowym reaguje z grupami α-aminowymi aminokwasu N-końcowego, w wyniku czego tworzy się fenylotiokarbamoilowa pochodna białka (PTC-białko). Następnie w środowisku kwaśnym dochodzi do odcięcia pierwszego aminokwasu, dzięki czemu uzyskujemy nowy N-koniec cząsteczki i cykliczną, fenylotiohydantoinową pochodną aminokwasu N-końcowego (PTH-aminokwas), identyfikowaną chromatograficznie. Powyższe reakcje są powtarzane dla kolejnych aminokwasów, w rezultacie czego uzyskuje się sekwencję aminokwasową białka. Analizy sekwencji aminokwasowej wykonuje się rutynowo, dzięki wykorzystaniu urządzeń zwanych sekwenatorami. W czasie jednej analizy można oznaczyć sekwencję 30–40 reszt aminokwasowych, dlatego w przypadku większych cząsteczek białka konieczne jest pocięcie ich przed analizą na mniejsze fragmenty. W tym celu powszechnie wykorzystuje się bromocyjan XE "bromocyjan"  oraz proteinazy specyficznie hydrolizujące określone wiązania peptydowe (Tab. 3.5).

Tab. 3.5 Czynniki wykorzystywane do selektywnego cięcia białek na fragmenty

	czynnik
	miejsce cięcia

	CNBr XE "bromocyjan" 
	–Met↓X–

	trypsyna XE "trypsyna" 
	–Arg↓X–, –Lys↓X–

	chymotrypsyna XE "chymotrypsyna" 
	–Tyr↓X–, –Trp↓X–, –Phe↓X–

	proteinaza V8 XE "proteinaza V8" 
	–Glu↓X–, –Asp↓X–


X – dowolny aminokwas


Jeżeli zachodzi konieczność analizy sekwencji łańcucha peptydowego w kierunku od C-końca do N-końca, można wykorzystać np. karboksypeptydazę A  XE "karboksypeptydaza A " i karboksypeptydazę B XE "karboksypeptydaza B " . W identyfikacji aminokwasu C-końcowego użyteczna jest także reakcja z hydrazyną, w wyniku której wiązania peptydowe zostają rozerwane i powstają kwaśne hydrazydy wszystkich aminokwasów z wyjątkiem aminokwasu C-końcowego.

3.6. Proteomika – nowa dziedzina badań białek XE "proteomika" 

Proteomika to nauka z dziedziny biologii molekularnej, mająca na celu analizę proteomu, czyli wszystkich białek kodowanych przez genom danego organizmu. W badaniu proteomu wykorzystuje się liczne techniki laboratoryjne, w szczególności elektroforezę dwukierunkową  XE "elektroforeza: dwukierunkowa " (początkowo rozdział białek prowadzi się ze względu na ich ładunek elektryczny, a następnie wielkość cząsteczek), techniki chromatograficzne i spektrometrię masową.


Możliwość wykorzystania tych badań w analizie proteomu człowieka i organizmów chorobotwórczych może mieć znaczenie kliniczne w opracowywaniu nowych metod diagnostyki i terapii różnych jednostek chorobowych, w tym chorób zakaźnych i nowotworów. Niestety, zbadanie proteomu człowieka jest o wiele trudniejsze od badania genomu. Główną przeszkodą nie jest ilość białek syntetyzowanych przez organizm (znacznie większa niż ilość genów), lecz ich duża zmienność, zależna od tkanki, wieku, płci, fizjologicznego stanu organizmu, warunków bytowania itp.

3.7. Właściwości fizykochemiczne białek

3.7.1. Widmo białka w zakresie światła ultrafioletowego XE "białka: widmo w UV" 

 XE "widmo absorpcyjne białka w UV " 
Zasada metody


Obecność w białkach wiązań peptydowych oraz aminokwasów aromatycznych powoduje, że związki te absorbują światło ultrafioletowe w zakresie 210-230 nm (wiązanie peptydowe XE "wiązanie peptydowe" ) i 260-280 nm (aminokwasy aromatyczne XE "aminokwasy: aromatyczne" ) – Rys. 3.6. Obecność maksimum absorpcji w zakresie bliskiego ultrafioletu (około 280 nm) wynika z właściwości spektralnych przede wszystkim reszt tryptofanu oraz tyrozyny i w mniejszym stopniu fenyloalaniny (Tab. 2.3) oraz obecności wiązań disiarczkowych. Maksimum absorpcji w zakresie dalekiego ultrafioletu (poniżej 230 nm) to efekt występowania w białkach wiązań peptydowych (posiadających częściowo podwójny charakter) oraz w pewnym zakresie reszt Trp, Tyr, Phe, Cys-Cys, His, Met i Arg.


Intensywność absorbowania światła w ultrafiolecie zależy zarówno od składu aminokwasowego jak i struktury białka, bowiem jego fałdowanie istotnie wpływa na aktywność optyczną reszt aminokwasowych, dlatego każde białko posiada indywidualne widmo charakterystyczne dla danego pH i siły jonowej.


Poza charakterystycznymi maksimami absorpcji w ultrafiolecie białka złożone posiadające grupy chromoforowe (np. hemoglobina XE "hemoglobina" , cytochrom XE "cytochrom" ) posiadają dodatkowe maksima absorpcji w zakresie światła widzialnego.


Pomiar absorbancji przy 280 nm jest jedną z podstawowych metod ilościowego oznaczania białek (rozdział 3.10.1).
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Rys. 3.6 Widmo absorpcyjne białka w ultrafiolecie XE "widmo absorpcyjne białka w UV " 
Postępowanie

1.
Oznaczyć absorbancję 0,1% roztworu albuminy surowicy bydlęcej w UV w zakresie 220–300 nm (co 10 nm) wobec 0,9% NaCl.

2.
Wykreślić krzywą zależności absorbancji od długości fali.

Materiały i odczynniki

· 0,1% roztwór albuminy surowicy bydlęcej (BSA) w 0,9% NaCl

· 0,9% roztwór NaCl

3.7.2. Właściwości koloidowe roztworów białka


Białka będące wielkocząsteczkowymi biopolimerami tworzą roztwory koloidalne (koloidy hydrofilowe XE "koloid hydrofilowy " ) – zole, które mogą przekształcać się w większe, sztywne i nieregularne skupiska cząsteczek – żele. Wzajemne przechodzenie układu koloidalnego z postaci zolu w żel XE "żel"  i odwrotnie: z żelu w zol XE "zol" , opisują pojęcia koagulacji i peptyzacji:


    KOAGULACJA
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Koagulacja XE "koagulacja "  to łączenie się rozproszonych cząstek koloidu w nieregularne agregaty, które w odpowiednich warunkach można uzyskać w postaci osadu – koagulatu. Koagulacja może być procesem odwracalnym albo nieodwracalnym. Zjawiskiem odwrotnym do koagulacji jest peptyzacja XE "peptyzacja" , czyli przejście żelu (lub koagulatu) w zol XE "zol" .


Układ koloidowy może występować także w postaci suchego koloidu, który po dodaniu wody pęcznieje tworząc żel XE "żel" . Podnosząc temperaturę i dodając większe ilości wody uzyskuje się zol XE "zol" .


Do koagulacji lub peptyzacji białek dochodzi w specyficznych warunkach, odmiennych dla różnych białek. Podstawowe znaczenie dla stanu, w jakim znajduje się układ koloidalny mają: ładunek elektryczny białka, stopień uwodnienia, temperatura, obecność jonów. Obecność aminokwasów naładowanych występujących na powierzchni cząsteczki i nadających jej odpowiedni ładunek elektryczny powoduje, że białko posiada otoczkę hydratacyjną, która zapobiega łączeniu się cząsteczek w większe skupiska.


Pojęciem pokrewnym do koagulacji jest flokulacja XE "flokulacja" , czyli zjawisko łączenia się cząsteczek koloidalnych w większe agregaty pod wpływem flokulanta. Dzięki temu procesowi można uzyskać zawiesinę białka w postaci kłaczków, np. wskutek dodania do roztworu elektrolitu zobojętniającego ładunek białka. Białko skłaczkowane, w przeciwieństwie do skoagulowanego, można rozpuścić dodając kwasu lub zasady.


Koloidy hydrofilowe XE "koloid hydrofilowy "  obniżają napięcie powierzchniowe, podwyższają lepkość roztworu, wykazują słabą opalescencję i dają słaby efekt Tyndalla XE "efekt Tyndalla" . Biologiczną rolą koloidów jest utrzymanie w stanie delikatnej zawiesiny związków źle lub zupełnie nierozpuszczalnych w wodzie, obecnych w płynach ustrojowych.


Ze względu na duże rozmiary cząsteczki białka nie dyfundują przez błony półprzepuszczalne o małych porach. Można je więc oddzielić od związków drobnocząsteczkowych w procesie dializy (rozdział 3.9.7).

3.7.3. Ładunek elektryczny i wytrącanie białek XE "wytrącanie białek"  z roztworu


Białka są zbudowane z aminokwasów o różnych właściwościach hydrofilowych, wynikających przede wszystkim z obecności łańcuchów bocznych zdolnych (bądź nie) do jonizacji. Większość białek rozpuszcza się w wodzie, rozcieńczonych kwasach i zasadach, a niektóre w rozpuszczalnikach organicznych. Na rozpuszczalność białka wpływa także stężenie soli nieorganicznych.


Niebagatelne znaczenie dla rozpuszczalności białek ma występowanie aminokwasów hydrofilowych na powierzchni białka. Aminokwasy te, jak również inne grupy jonizujące obecne w białku zmodyfikowanym potranslacyjnie (np. grupy fosforanowe, siarczanowe), mogą posiadać różny ładunek w zależności od pH roztworu, w którym występują. Obecność w cząsteczce białka ładunków dodatnich oraz ujemnych powoduje, że są one amfolitami XE "amfolit "  i mogą reagować jak kwasy lub zasady. Podobnie jak w przypadku aminokwasów, możemy mówić o punkcie izoelektrycznym białka XE "białka: punkt izoelektryczny"  (pI XE "pI" ), czyli takim pH, w którym ilość ładunków dodatnich jest równa ilości ładunków ujemnych i wypadkowy ładunek cząsteczki wynosi 0.


Zdolność białka do posiadania różnego ładunku w zależności od pH znalazła szerokie zastosowanie w różnych technikach preparacji (wytrącanie białek XE "wytrącanie białek"  z roztworu) lub analizy tej grupy związków; przede wszystkim w technikach elektroforetycznych (rozdział 3.11) i w chromatografii jonowymiennej (rozdział 3.13.1).


Obecne w białkach grupy zdolne do jonizacji oraz atomy N i O wiązań peptydowych wiążą się wiązaniami wodorowymi z dipolami wody, wskutek czego na powierzchni cząsteczki białka powstaje charakterystyczna otoczka wodna XE "białka: hydratacja "  (hydratacyjna). Ponadto cząsteczki wody są obecne również we wnętrzu cząsteczek białka, dlatego woda ma nie tylko znaczenie strukturalne, ale również funkcjonalne.


Rozpuszczalność białka XE "białka: rozpuszczalność"  zależy od ilościowego stosunku reszt hydrofilowych do hydrofobowych w cząsteczce oraz ich rozkładu na jej powierzchni. Grupy polarne obecne w białkach mają różną zdolność do wiązania cząsteczek wody (w kolejności od najwyższej do najniższej: –COOH, –OH, –NH2, =NH, –SH). Przyjmuje się, że 1 g białka może wiązać od 0,3–0,4 g wody. Obecność cząsteczek wody na powierzchni białka zapobiega ich przyciąganiu się, agregacji i wypadaniu z roztworu, zatem powoduje większą rozpuszczalność XE "białka: punkt izoelektryczny"  białka. Stopień hydratacji białka zależy od jego ładunku, a ten z kolei od pH roztworu białka, w którym występuje. Białka posiadają najmniejszą otoczkę hydratacyjną w pI XE "pI" , co wiąże się z faktem, że cząsteczka w tym pH posiada wypadkowy ładunek 0 i najmniejszą zdolność oddziaływania z dipolami wody. Z tego powodu białka w punkcie izoelektrycznym najbardziej przyciągają się, tworzą agregaty i dlatego najłatwiej wytracają się i krystalizują. Odwadnianie białek w pH innym od pI, powoduje, że cząsteczki białka dzięki posiadaniu ładunku mogą utrzymywać się w roztworze.


O rozpuszczalności białka w wodzie decyduje fakt, że siły działające pomiędzy grupami polarnymi cząsteczek białka a dipolami wody są większe od tych, które działają między cząsteczkami białka. Jednak w niektórych białkach (np. euglobuliny XE "euglobuliny" ) oddziaływania międzycząsteczkowe białek są tak duże, że dopiero obecność nieznacznej ilości soli powoduje ich rozerwanie. Ten proces, nazywany wsalaniem XE "białka: wsalanie " 

 XE "wsalanie" , zachodzi dzięki temu, że ładunki białka zostają zobojętnione przez aniony i kationy soli, wskutek czego cząsteczki białka nie przyciągają się i nie tworzą agregatów. Wsalanie wpływa korzystnie na rozpuszczalność białka, bowiem wykazano, że w roztworach o małym stężeniu soli logarytm rozpuszczalności białka wzrasta proporcjonalnie do siły jonowej roztworu soli. W miarę jednak zwiększania stężenia soli rozpuszczalność białka maleje, ponieważ sól eliminuje warstwę hydratacyjną opłaszczającą białko, odciągając dipole wody, z którymi tworzy tzw. hydraty. Na skutek utraty płaszcza wodnego białko wytrąca się z roztworu. Ten proces nazywany jest wysalaniem XE "białka: wysalanie " 

 XE "wysalanie" . Proces wysalania jest procesem odwracalnym. Usunięcie soli przez dializę lub obniżenie jej stężenia przez dodanie wody powoduje ponowne rozpuszczenie wysolonego białka z zachowaniem pełnej aktywności biologicznej. Poszczególne sole różnią się zdolnością wysalania białek. Przy dużych stężeniach soli rozpuszczalność białka maleje wraz ze wzrostem siły jonowej roztworu soli zgodnie ze wzorem zamieszczonym poniżej.

log S = β – Ks · I

S – rozpuszczalność białka (liczba gramów substancji rozpuszczonej, przypadająca w roztworze nasyconym na 100 lub 1 000 g rozpuszczalnika, β – stała charakterystyczna dla danego białka zależna od pH i temperatury, Ks – stała wysalania zależna od rodzaju białka i soli, I – siła jonowa roztworu


Do wysalania białek stosuje się najczęściej następujące sole: siarczan (VI) amonu, siarczan (VI) sodu lub magnezu i chlorek sodu. Bardziej skuteczne w wysalaniu białek są sole wielowartościowe, czyli np. siarczan (VI) amonu, niż sole jednowartościowe, np. NaCl.


Niektóre czynniki tj. wysoka temperatura, niektóre kwasy organiczne, sole metali ciężkich i niektóre roztwory organiczne mogą także powodować wypadanie białek z roztworu, ale z ich równoczesną denaturacją. W przypadku niektórych z tych czynników duże znaczenie w wytracaniu białka mają ładunek i utrata otoczki hydratacyjnej.


Kationy metali ciężkich (ołów, rtęć) mogą oddziaływać z białkami, gdy te są anionami, czyli w pH powyżej pI XE "pI" , tworząc trudno rozpuszczalne sole.


Zakwaszenie roztworu białka powoduje, że białka występują w postaci kationów. Umożliwia to im oddziaływanie z anionami kwasu. Niektóre kwasy organiczne (np. kwas trichlorooctowy) tworzą z białkami nierozpuszczalne sole i denaturują je, dzięki czemu znalazły zastosowanie jako czynniki odbiałczające (rozdział 3.9.5). Kwasy mineralne w niewielkich stężeniach powodują wytrącanie białka, natomiast w wyższych stężeniach ponownie je rozpuszczają i niekiedy hydrolizują.


Zasady nie wytrącają białek, ale powodują ich hydrolizę (rozdział 3.14.1) i tlenowy rozkład.


Wytrącające działanie rozpuszczalników organicznych, np. etanolu lub acetonu, polega na odwadnianiu przez nie białek, zmniejszeniu stałej dielektrycznej i osłabieniu oddziaływań hydrofobowych. Długotrwale działanie tych rozpuszczalników, zwłaszcza w temp. pokojowej, prowadzi do denaturacji białek i trwałej utraty przez nie rozpuszczalności.


Wytrącanie białek różnymi stężeniami soli, alkoholu lub acetonu (w niskich temperaturach) jest jedną z podstawowych i najprostszych metod wydzielania i frakcjonowania tych związków (rozdział 3.9.6, 3.13.6).

3.7.4. Punkt izoelektryczny kazeiny

Zasada metody


Wartość pH roztworu, w którym następuje zrównoważenie ładunków dodatnich i ujemnych na powierzchni białka, określa się jako punkt izoelektryczny XE "białka: punkt izoelektryczny"  – pI XE "pI"  białka. W roztworze o pH = pI białka posiadają najmniejszą rozpuszczalność XE "białka: rozpuszczalność"  i wytrącają się z roztworu. Obserwacja stopnia wytrącenia się białka w roztworach o różnych wartościach pH pozwala dość precyzyjnie ustalić wartość pI białka.


W doświadczeniu tym wykorzystuje się brak rozpuszczalności kazeiny w punkcie izolektrycznym. Odpowiednie pH uzyskuje się, zmieniając stężenie kwasu octowego przy stałym stężeniu octanu sodu. Wartość pH poszczególnych roztworów oblicza się z równania Hendersona–Hasselbalcha:
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gdzie: pKkw – ujemny logarytm stałej dysocjacji kwasu; dla kwasu octowego pKkw = 4,73; w nawiasach kwadratowych stężenia molowe.

Postępowanie

1.
Do 9 probówek odmierzyć podane w tabeli objętości roztworów kwasu octowego i wody.

2.
Dodać kroplami po 1 ml 0,5% roztworu kazeiny w 0,1 M octanie sodu. Po każdej dodanej kropli wstrząsnąć probówką.

3.
Po 30 minutach odczytać wyniki oznaczając brak zmętnienia (–) lub różne stopnie zmętnienia (+, ++, +++).

4.
Obliczyć pH każdej próby i podać wartość punktu izoelektrycznego kazeiny.

	
	nr probówki

	roztwór
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	0,01 M CH3COOH (ml)

0,1 M CH3COOH (ml)

1,0 M CH3COOH (ml)

woda (ml)
	0,6

–

–

8,4
	1,3

–

–

7,7
	–

0,3

–

8,7
	–

0,5

–

8,5
	–

1,0

–

8,0
	–

2,0

–

7,0
	–

4,0

–

5,0
	–

8,0

–

1,0
	–

–

1,6

7,4

	zmętnienie
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	pH
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Materiały i odczynniki

· kwas octowy o stężeniu: 0,01 M, 0,1 M i 1 M

· 0,5% roztwór kazeiny w 0,1 M octanie sodu

Strącanie białek kwasem chlorowym (VII), sulfosalicylowym i trichlorooctowym

Zasada metody


Aniony kwasu chlorowego (VII) (nadchlorowego), sulfosalicylowego oraz trichlorooctowego mogą tworzyć z kationami białka nierozpuszczalne sole i powodować denaturację większości białek. Z tego powodu kwasy te są powszechnie wykorzystywanymi czynnikami odbiałczającymi, używanymi do usuwania białek balastowych.

Postępowanie

1.
Do 1 ml 1% roztworu białka jaja dodać równą objętość kwasu nadchlorowego.

2.
Powtórzyć doświadczenie stosując kwas sulfosalicylowy i trichlorooctowy.

3.
Zbadać rozpuszczalność osadów w wodzie i NaOH.

Materiały i odczynniki

· 1% roztwór białka jaja kurzego

· 1,2 M kwas chlorowy (VII) (nadchlorowy)

· 0,3 M kwas sulfosalicylowy

· 10% kwas trichlorooctowy

· 2 M NaOH

Wysalanie albumin i globulin surowicy krwi

Zasada metody


W surowicy krwi występują dwie grupy białek: albuminy XE "albuminy"  i globuliny XE "globuliny" . Albuminy są białkami dobrze rozpuszczalnymi w wodzie i mającymi większe powinowactwo do wody. Globuliny są nierozpuszczalne w wodzie i tracą wodę hydratacyjną już przy połowicznym nasyceniu roztworu siarczanu (VI) amonu, natomiast albuminy wysalają się dopiero przy całkowitym nasyceniu roztworu tą solą.

Proces wysalania białek szczegółowo omówiono w rozdziale 3.9.3
Postępowanie

1.
Do 5 ml surowicy czterokrotnie rozcieńczonej 0,9% NaCl dodać równą objętość nasyconego roztworu siarczanu (VI) amonu. Po zmieszaniu pozostawić na okres 15 minut. Wytrącający się osad globulin należy odsączyć lub odwirować.

2.
Do przesączu dodawać małymi porcjami rozdrobniony siarczan (VI) amonu w substancji, przy stałym mieszaniu (najlepiej na mieszadle magnetycznym), tak długo aż na dnie zlewki pozostaną nierozpuszczalne kryształki soli. Roztwór stopniowo mętnieje, co świadczy o wytrącaniu się albumin. Wytrącone albuminy odsączyć lub odwirować.

3.
Przesącz skontrolować na obecności białka 0,3 M kwasem sulfosalicylowym (rozdział 3.9.5).

4.
Wytrącony osad albumin rozpuścić w około 2 ml wody. Siarczan (VI) amonu obecny w preparacie uzyskanym tą metodą można usunąć przez dializę lub sączenie molekularne XE "sączenie molekularne" .

4A.
Odsalanie przez dializę: Połowę roztworu albuminy umieścić w woreczku dializacyjnym, zamknąć kocherem i zanurzyć w zlewce z wodą, umieszczonej na mieszadle magnetycznym. W czasie dializy wymienić kilkakrotnie wodę w zlewce i prowadzić proces do zaniku reakcji strąceniowej na obecność jonów SO42– z Ba(OH)2. Proces dializy omówiono w rozdziale 3.9.7.

4B.
Odsalanie przez sączenie molekularne XE "sączenie molekularne" . Zasadę metody omówiono w rozdziale 3.9.8.

a.
Na kolumnę o wymiarach 30015 mm, wypełnioną złożem Sephadex XE "Sephadex"  G-15 lub G-25, nanieść ostrożnie (nie naruszając jej powierzchni) 1 ml roztworu wysolonej albuminy. W momencie nanoszenia zamknąć wypływ z kolumny.

b.
Po naniesieniu otworzyć wypływ i po wniknięciu roztworu białka do złoża delikatnie opłukać ścianki kolumny wodą. Pozostawić nad powierzchnią złoża 1–2 cm wody i podłączyć zbiornik z eluentem. Elucję prowadzić z szybkością około 1 ml/min; zebrać 15 frakcji o objętości 3 ml.

c.
W zebranych frakcjach oznaczyć absorbancję przy 280 nm oraz wykonać reakcję strąceniową na obecność anionów siarczanowych przy pomocy Ba(OH)2.

d.
Frakcje albuminy wolne od soli połączyć, oznaczyć ich absorbancję przy 280 nm, a następnie wyliczyć stężenie białka przyjmując, że właściwy współczynnik absorpcji XE "właściwy współczynnik absorpcji, a"  dla albuminy surowicy – a280 wynosi 0,667.

e.
Preparat pozostawić do sprawdzenia stopnia czystości w elektroforezie w żelu poliakryloamidowym.

Materiały i odczynniki

· surowica krwi bydlęcej

0,9% roztwór NaCl

· siarczan (VI) amonu w substancji

· nasycony roztwór siarczanu (VI) amonu

· 0,1 M Ba(OH)2
· 0,3 M kwas sulfosalicylowy

· Sephadex G-25 lub G-15

· kolumna szklana o wymiarach 30015 mm

3.7.5. Dializa XE "dializa " 
Zasada metody


Dializa to dyfuzja niektórych cząsteczek i jonów przez błonę półprzepuszczalną, rozdzielającą dwa roztwory. W laboratoriach biochemicznych jest wykorzystywana do odsalania roztworów białek, do wymiany w roztworze białka jednego buforu na inny oraz do oddzielenia związków drobnocząsteczkowych od makrocząsteczek w płynach ustrojowych. W dializie rolę sita pełni cienka porowata błona półprzepuszczalna oddzielająca badany roztwór od czystego rozpuszczalnika. Jeżeli badany roztwór zawiera dwa składniki, z których jeden ma bardzo dużą masę, a drugi małą (np. roztwór albuminy i siarczanu (VI) amonu) to przez pory w błonie przechodzić będzie tylko substancja drobnocząsteczkowa, a więc na drodze dializy będzie można te dwa związki oddzielić. Szybkość procesu dializy zależy od szeregu czynników. Jest ona wprost proporcjonalna do różnicy stężeń, powierzchni błony i współczynnika przepuszczalności, zależnego przede wszystkim od rodzaju użytej błony, charakteru rozdzielanych związków i temperatury.

Postępowanie

1.
Do 5 ml surowicy dodać po 1 ml roztworu glukozy i NaCl. Wymieszać i umieścić w worku dializacyjnym.

2.
Worek szczelnie zamknąć i zanurzyć w wodzie, w zlewce o objętości 100 ml. Zlewkę umieścić na mieszadle magnetycznym.

3.
Oznaczyć czas pojawienia się soli i cukru w płynie na zewnątrz worka, pobierając co 15 minut próbki ze zlewki i wykonując próby na obecność białka, cukry redukujące i jony Cl¯.

a.
Wykrywanie białek: odczyn biuretowy (rozdział 3.10.2) lub jedna z prób doświadczenia 3.9.5.

b.
Wykrywanie cukrów redukujących: próba Trommera XE "cukry: oznaczanie: próba: Trommera"  (rozdział 5.1.6.1).

c.
Wykrywanie jonów Cl¯ : do 1 ml badanego roztworu dodać kroplami 0,01 M AgNO3; powstanie osadu świadczy o obecności jonów chlorkowych.

Materiały i odczynniki

· surowica krwi bydlęcej lub wieprzowej

· 20% NaCl

· 20% glukoza

· 0,01 M AgNO3
odczynniki jak do doświadczeń 3.9.5, 3.10.2, 5.1.6.1

3.7.6. Filtracja żelowa związków różniących się masą cząsteczkową XE "filtracja żelowa (sączenie molekularne) " 
Zasada metody


Filtracja żelowa (sączenie molekularne XE "sączenie molekularne" ) jest metodą rozdziału substancji na podstawie różnic w wielkości cząsteczek. Rozdział następuje podczas przepływu mieszaniny białek lub białka i soli przez kolumny wypełnione porowatymi ziarnami napęczniałego wielocukru o nazwie Sephadex XE "Sephadex" . Sephadex jest chemicznie zmodyfikowanym dekstranem. Dzięki zawartości polarnych grup –OH Sephadex łatwo wiąże wodę, tworząc żele, i tak np. określenie Sephadex G-25 oznacza, że 1 g złoża wiąże 2,5 g wody, a Sephadex G-200 – 20 g wody. Im większą ilość wody wchłania złoże, tym większe są pory w siatce przestrzennej żelu, a więc większe cząsteczki mogą penetrować jego wnętrze.

Oprócz złóż dekstranowych (Sephadex XE "Sephadex" ) w filtracji żelowej stosuje się m.in. złoża poliakryloamidowe (Bio-Gel XE "Bio-Gel " ), złoża agarozowe (Sepharose XE "Sepharose" ) oraz agarozowo-poliakryloamidowe (Sephacryl XE "Sephacryl" ).


Na objętość całkowitą kolumny wypełnionej nośnikiem – Vt składają się tzw. objętość pusta – V0, czyli objętość rozpuszczalnika wypełniającego przestrzenie między ziarnami żelu, objętość rozpuszczalnika związanego z żelem – Vi oraz objętość samego żelu – Vg.

Vt = V0 + Vi + Vg
Podobnie jak w chromatografii podziałowej, również w metodzie sączenia molekularnego mamy do czynienia z dwoma fazami: fazą ruchomą, którą stanowi rozpuszczalnik znajdujący się pomiędzy ziarnami żelu oraz fazą stacjonarną, którą jest rozpuszczalnik związany z matrycą żelu. Jeżeli współczynnik podziału XE "współczynnik podziału"  pomiędzy te dwie fazy oznaczymy KD, to objętość rozpuszczalnika konieczną do wyeluowania danej substancji z kolumny, czyli objętość elucyjną – Ve, (ściślej objętość, przy której dana substancja pojawi się w eluacie w największym stężeniu), można wyliczyć ze wzoru:

Ve = V0 + KD ( Vi
Dla substancji nie dyfundujących do wnętrza żelu, a więc nieobecnych w fazie stacjonarnej wartość współczynnika podziału KD = 0, a objętość elucyjna XE "objętość elucyjna"  Ve = V0.

Dla substancji drobnocząsteczkowych, które swobodnie dyfundują do wnętrza żelu, wartość współczynnika KD = 1, a objętość elucyjna XE "objętość elucyjna"  Ve = V0+Vi.

Oprócz przypadków, kiedy dany związek jest całkowicie rozpuszczony w fazie stacjonarnej lub w fazie ruchomej, mogą występować związki o masach pośrednich, a ich współczynniki podziału będą przybierały wartości w przedziale 0–1.


Do odsalania białek stosuje się najczęściej złoża bardzo usieciowane np. Sephadex XE "Sephadex"  G-15 lub G-25. W czasie chromatografii białko wędruje w przestrzeniach pomiędzy ziarnami i wypływa z kolumny wcześniej od soli, która wnika w pory żelu. W przypadku rozdziału mieszaniny hemoglobiny i drobnocząsteczkowej czerni amidowej, hemoglobina XE "hemoglobina"  pojawi się w wycieku z kolumny wcześniej niż czerń amidowa.

WERSJA A – Rozdział hemoglobiny i czerni amidowej

Przygotowanie złoża

1.
15 g suchego żelu Sephadex G-25 zalać 200 ml wody i pozostawić do napęcznienia na kilkanaście godzin. Proces pęcznienia można przyspieszyć ogrzewając zawiesinę we wrzącej łaźni wodnej przez 3 godz.

2.
Napęczniały Sephadex dokładnie zdekantować, a następnie zmieszać z równą objętością wody.

3.
Zawiesinę wlać jednym ruchem do kolumny napełnionej do 1/5 objętości wodą. W czasie upakowywania kolumny zacisk powinien być otwarty. Żel po osadzeniu się powinien być jednorodny, a nad jego powierzchnią stale powinna być warstwa płynu.

4.
Kolumnę przemyć kilkoma objętościami buforu, w którym prowadzi się chromatografię.

Postępowanie

1.
Kolumnę o wymiarach 30010 mm, wypełnioną żelem Sephadex G-25, zrównoważyć 0,025 M buforem Tris-HCl o pH 8,5.

2.
Obniżyć poziom płynu nad powierzchnią żelu do 1–2 mm i nanieść 0,1–0,2 ml mieszaniny hemoglobiny i czerni amidowej. W buforze o pH 8,5 obie cząsteczki naładowane są ujemnie i nie oddziałują ze sobą.

3.
Po wniknięciu próbki do żelu nanieść kilka małych porcji buforu w celu spłukania resztek próbki i podłączyć bufor ze zbiornika.

4.
Eluować z szybkością 0,5 ml/min, zbierając frakcje o objętości 4 ml.

5.
Zmierzyć absorbancje frakcji zawierających hemoglobinę przy 540 nm, a czerni amidowej przy 620 nm.

6.
Sporządzić wykres zależności absorbancji od objętości elucyjnej.

7.
Obliczyć współczynnik podziału XE "współczynnik podziału"  KD dla czerni amidowej.

8.
Po usunięciu żelu z kolumny zmierzyć objętość całkowitą Vt za pomocą wody, zaznaczając uprzednio poziom powierzchni żelu.

WERSJA B – Rozdział dekstranu blue i dichromianu potasu

Postępowanie

1.
Kolumnę o wymiarach 30010 mm, wypełnioną żelem Sephadex XE "Sephadex"  G-25, zrównoważyć wodą.

2.
Obniżyć poziom wody nad powierzchnią żelu do 1–2 mm i nanieść 0,1–0,3 ml mieszaniny dichromianu potasu i dekstranu blue.

3.
Po wniknięciu próbki do żelu nanieść kilka małych porcji wody w celu spłukania resztek próbki i podłączyć wodę ze zbiornika.

4.
Prowadzić elucję z szybkością 0,5 ml/min.

5.
Zaobserwować rozdział i kolejność wypływu z kolumny związków obecnych w mieszaninie.

Materiały i odczynniki

· Sephadex G-25 medium

· 0,025 M bufor Tris-HCl, pH 8,5

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

· mieszanina dichromianu potasu i dekstranu blue (2 mg dichromianu potasu i 2 mg dekstranu blue rozpuścić w 1 ml wody)

3.8. Metody oznaczania stężenia białka


Znanych jest bardzo wiele metod ilościowego oznaczania białek, różniących się czułością i wykorzystujących takie właściwości tej grupy związków jak: zawartość azotu, zdolność do absorpcji światła w zakresie UV, tworzenie chemicznych pochodnych oraz wiązanie barwników. Spektrofotometryczne i kolorymetryczne oznaczanie stężenia białek opiera się na prawie Lamberta-Beera, zgodnie z którym absorbancja światła monochromatycznego przez roztwór danego związku jest wprost proporcjonalna do jego stężenia i grubości warstwy roztworu:

A = k · c · l ,

gdzie: A – absorbancja, k – współczynnik absorpcji, c – stężenie, l – grubość warstwy.


Współczynnik absorpcji ma charakterystyczną stałą wartość dla każdej substancji przy stałej długości fali światła. Miano oraz wartość tego współczynnika zależą od jednostek, w jakich wyrażone jest stężenie. Najczęściej posługujemy się współczynnikiem molowym (ε) i właściwym (a) absorpcji.


Molowy współczynnik absorpcji (ε)  XE "współczynnik absorpcji: molowy" jest liczbowo równy absorbancji roztworu o stężeniu 1 mol/l i grubości warstwy 1 cm. Natomiast współczynnik właściwy (a)  XE "współczynnik absorpcji: właściwy" liczbowo równa się absorbancji roztworu o stężeniu 1g/l i grubości warstwy 1 cm.

Znając molowy współczynnik absorpcji XE "molowy współczynnik absorpcji, ε "  (ε) i masę molową związku (M), możemy obliczyć współczynnik właściwy absorpcji (a):
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Metody spektrofotometryczne XE "białka: oznaczanie: spektrofotometryczne" 
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Pomiar absorbancji w ultrafiolecie jest prostą, szybką i nieniszczącą białek metodą określania ich stężenia. Obecność w białkach aminokwasów aromatycznych (głównie tryptofanu i tyrozyny, w znacznie mniejszym stopniu fenyloalaniny) oraz cystyny (wiązanie disiarczkowe) jest przyczyną absorbowania przez nie światła w tzw. bliskim zakresie ultrafioletu (280 nm).


Dla każdego czystego białka można eksperymentalnie wyznaczyć indywidualny współczynnik absorpcji, który może służyć do określenia stężenia danego białka w roztworze. W praktyce laboratoryjnej często stosuje się  XE "współczynnik absorpcji: wagowy"  XE "wagowy współczynnik absorpcji" wagowy współczynnik absorpcji, będący odwrotnością właściwego współczynnika absorpcji (a280). Absorbancja roztworu danego białka w 280 nm pomnożona przez współczynnik wagowy daje stężenie białka w mg/ml, np. dla albuminy XE "albuminy"  bydlęcej wartość a280 wynosi 0,667 l/g·cm, zatem wagowy współczynnik wynosi 1,5.


Molowy współczynnik absorpcji ((), można również obliczyć (z dużym przybliżeniem do wyznaczonego eksperymentalnie) ze składu aminokwasowego danego białka wg wzoru zamieszczonego poniżej.

(280 [M–1cm–1] = n(Trp) · 5500 + n(Tyr) · 1490 + n(Cys–Cys) · 125 ,

gdzie: n – ilość reszt odpowiednich aminokwasów

We wzorze nie uwzględniono ilości reszt fenyloalaniny, ponieważ jej wpływ na wartość tego współczynnika jest znikomy (Tab. 2.3). 

Wartość współczynnika właściwego można wyliczyć dzieląc prawą stronę równania przez masę molową:
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W mieszaninie różnych białek ich przybliżone stężenie c może być wyliczone na podstawie pomiaru absorbancji roztworów przy wskazanych długościach fali ze wzorów podanych poniżej.

c białka [mg/ml] = (A235 – A280) / 2,51

c białka [(g/ml] = (A215 – A225)144


Powyższe wzory nie mają zastosowania do białek barwnych, bowiem występujące w nich chromofory zwykle intensywnie absorbują światło w szerokim zakresie UV, uniemożliwiając pomiar pochłaniania przez składowe łańcucha polipeptydowego.

Molowy i właściwy współczynnik absorpcji XE "właściwy współczynnik absorpcji, a"  albuminy XE "albuminy"  surowicy bydlęcej


Albumina z surowicy krwi bydlęcej (BSA, ang. Bovine Serum Albumin) jest białkiem o masie molowej 66 400 Da, zawierającym 20 reszt tyrozyny, 2 reszty tryptofanu i 35 reszt cysteiny (17 wiązań disiarczkowych). Wyznaczony eksperymentalnie właściwy współczynnik absorpcji XE "właściwy współczynnik absorpcji, a"  (a280) tego białka wynosi 0,667 l/g·cm.

Postępowanie

1.
W oparciu o podane powyżej informacje na temat składu aminokwasowego i masy molowej BSA, obliczyć teoretyczne wartości:

a)
molowego współczynnika absorpcji ((280),

b)
właściwego współczynnika absorpcji (a280).

2.
Znając wartość wyznaczonego eksperymentalnie właściwego współczynnika absorpcji dla BSA, obliczyć molowy współczynnik absorpcji XE "molowy współczynnik absorpcji, ε "  ((280) dla tego białka.

3.
Wyjaśnić ewentualne rozbieżności pomiędzy wartościami odpowiednich współczynników wyznaczonych eksperymentalnie i na podstawie obliczeń teoretycznych.

3.8.1.1. Wyznaczenie stężenia albuminy surowicy bydlęcej metodą spektrofotometryczną

Zasada metody


Znajomość współczynników absorpcji umożliwia łatwe obliczenie stężenia roztworu czystego białka na podstawie pomiaru jego absorbancji przy 280 nm. Właściwy współczynnik absorpcji (a280) dla BSA wynosi 0,667 l/g·cm.

Postępowanie

1.
Zmierzyć absorbancję roztworu BSA o nieznanym stężeniu względem 0,9% NaCl. Jeśli absorbancja roztworu jest zbyt wysoka (A280 > 1), roztwór rozcieńczyć 0,9% roztworem NaCl.

2.
Podać stężenie roztworu BSA wyrażone w mg/ml, w postaci stężenia procentowego oraz molowego.

Materiały i odczynniki

· roztwór albuminy bydlęcej w 0,9% roztworze NaCl

0,9% roztwór NaCl

3.8.2. Odczyn barwny wiązania peptydowego – reakcja biuretowa XE "białka: oznaczanie: metoda: biuretowa " 
Zasada metody


Atomy azotu wiązań peptydowych (–NH–CO–) w środowisku zasadowym oddziałują z jonami Cu2+, tworząc barwny, niebiesko-fiołkowy kompleks (Rys. 3.7). Warunkiem pozytywnego odczynu jest obecność co najmniej dwóch grup –NH–CO–.

W czasie reakcji biuretowej dodatkowo zachodzi redukcja jonów Cu2+ do Cu+ przez wiązania peptydowe, reszty tyrozyny, tryptofanu, cystyny i cysteiny w stopniu proporcjonalnym do stężenia białka. Zjawisko to znalazło zastosowanie w opracowaniu bardziej czułych metod oznaczania białka (metoda Lowry’ego XE "białka: oznaczanie: metoda: Lowry’ego"  (3.10.4) i metoda Smitha XE "białka: oznaczanie: metoda: Smitha"  (3.10.6)).


Poza wiązaniami peptydowymi dodatni odczyn biuretowy mogą dawać związki zawierające inne grupy chemiczne (Rys. 3.8). Najprostszymi związkami dającymi dodatni odczyn biuretowy są: oksamid XE "oksamid" , biuret (dwumocznik) XE "biuret"  i tripeptyd (Rys. 3.9).


Reakcja biuretowa jest podstawą ilościowego oznaczania białek w metodzie biuretowej i mikrobiuretowej.


Oznaczanie białka tą metodą może utrudniać siarczan (VI) magnezu, ponieważ w środowisku zasadowym powstaje nierozpuszczalny wodorotlenek magnezu, maskujący zabarwienie prób, jak również sole amonowe, gdyż tworzą one barwne kompleksy z jonami miedzi.
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Rys. 3.7 Kompleks miedzi z wiązaniami peptydowymi w białkach
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Rys. 3.8 Grupy chemiczne reagujące z odczynnikiem biuretowym
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Rys. 3.9 Najprostsze związki kompleksujące jony Cu2+ w odczynie biuretowym

Postępowanie

1.
W probówce umieścić nieco mocznika, stopić go nad małym płomieniem i pozostawić do skrzepnięcia.

2.
Otrzymany dimocznik rozpuścić w 1 ml 2 M NaOH i dodać kroplami 0,1% roztwór CuSO4. Powstaje barwa różowa.
3.
Wykonać test na roztworach albuminy, kazeiny i żelatyny, dodając do 1 ml roztworu białka 1 ml 2 M NaOH i kroplami 0,1% roztwór CuSO4 – w ciągu kilku minut w temp. pokojowej nastąpi zmiana barwy roztworu.
Materiały i odczynniki

· mocznik w substancji

· 0,5% roztwory albuminy jaja, kazeiny i żelatyny

· 2 M NaOH

· 0,1% CuSO4
3.8.3. Biuretowa metoda oznaczania ilości białka XE "białka: oznaczanie: metoda: biuretowa " 
Gornal A.G., Bardawill C.S., Dawid M.M. (1949) J. Biol. Chem. 177, 751–766.

Zasada metody została przedstawiona w rozdziale 3.10.2.
Zakres metody: 1–10 mg białka

Wykonanie krzywej kalibracyjnej

1.
Z roztworu standardowego przygotować próby o objętości 1 ml (roztwór rozcieńczać 0,9% NaCl), zawierające 1–10 mg białka. Jako próbę odczynnikową przygotować 1 ml 0,9% NaCl.

2.
Dodać 4 ml odczynnika miedziowego. Wymieszać i pozostawić na 30 minut w temp. pokojowej.

3.
Odczytać absorbancję przy 540 lub 650 nm wobec próby odczynnikowej.

4.
Wykreślić zależność absorbancji od ilości białka w próbie.

Postępowanie

1.
Do próby zawierającej 1–10 mg białka w objętości 1 ml dodać 4 ml odczynnika miedziowego. 

2. 
Wymieszać i pozostawić na 30 minut w temp. pokojowej.

3.
Odczytać absorbancję przy 540 lub 650 nm wobec próby odczynnikowej, zawierającej 1 ml 0,9% NaCl zamiast roztworu białka.

4.
Posługując się krzywą standardową wyliczyć stężenie białka w próbie.

Materiały i odczynniki

odczynnik miedziowy XE "odczynnik: miedziowy" : w 500 ml wody rozpuścić 1,5 g CuSO45 H2O i 6 g winianu sodowo-potasowego – NaKC4H4O6 H2O; wolno, ciągle mieszając, dodać 300 ml 10% NaOH wolnego od węglanów i 2 g KJ; uzupełnić do litra wodą destylowaną (jodek potasowy chroni jony miedzi przed autoredukcją)

· standardowy roztwór białek: 1% roztwór białek surowicy w 30% moczniku lub 1% roztwór BSA w 0,9% NaCl

· 0,9% NaCl

Mikrobiuretowa metoda oznaczania ilości białka XE "białka: oznaczanie: mikrometoda biuretowa " 
Goa J. (1953) Scand. J. Clin. Lab. Invest. 5, 218–222.

Zasada metody została przedstawiona w rozdziale 3.10.2.
Zakres metody: 0,1–1 mg białka

Wykonanie krzywej kalibracyjnej

1.
Do probówek odmierzyć kolejno 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 i 1,0 ml standardu. Każdą próbę uzupełnić do 2 ml 3% NaOH, a następnie dodać 0,1 ml odczynnika Benedicta.

2.
Próby dokładnie wymieszać i po 15 minutach odczytać absorbancję przy λ = 330 nm wobec próby ślepej zawierającej 2 ml 3% NaOH i 0,1 ml odczynnika Benedicta.

3.
Wykreślić zależność A330 od ilości białka w próbie.

Postępowanie

1.
Próbę zawierającą 0,1–1 mg białka uzupełnić do 2 ml 3% NaOH i dodać 0,1 ml odczynnika Benedicta.

2.
Zmieszać i po 15 minutach odczytać absorbancję przy długości fali 330 nm. Z krzywej kalibracyjnej odczytać ilość białka w próbie.

Materiały i odczynniki

· odczynnik Benedicta XE "odczynnik: Benedicta" : 100 g bezwodnego węglanu sodu rozpuścić w 600 ml gorącej wody; dodać 200 g cytrynianu sodu (Na3C6H5O712 H2O) i 125 g tiocyjanianu potasu (rodanku potasu); ogrzewać do rozpuszczenia; przesączyć, jeżeli potrzeba, oziębić i wlać do litrowej kolby miarowej; dodać stopniowo, małymi porcjami ciągle mieszając, roztwór siarczanu (VI) miedzi (II) (dokładnie 18,0 g w 100 ml), następnie 5 ml 5% heksacyjanożelazian (II) potasu; dopełnić wodą do litra

· 3% NaOH bez węglanów: sporządzić z oleju NaOH (olej wodorotlenku sodu wykonuje się następująco: w parownicy porcelanowej rozpuścić w 100 ml wody 110 g NaOH; Uwaga! Mieszanina silnie nagrzewa się; po rozpuszczeniu wlać do butelki i szczelnie zamknąć korkiem gumowym; po paru dniach osadzają się na dnie węglany nierozpuszczalne w stężonym ługu; płyn znad osadu jest ok. 50% roztworem NaOH (ok. 12,5 N) wolnym od węglanów; 3% roztwór NaOH należy przygotowywać na świeżo, gdyż dłuższe przechowywanie powoduje gromadzenie się węglanów

· 0,1% roztwór albuminy surowicy bydlęcej w 3% NaOH jako standard: stężenie albuminy można oznaczyć spektrofotometrycznie, wykorzystując właściwy współczynnik absorbancji – a280 = 0,667; Uwaga! Albuminę do pomiaru spektrofotometrycznego należy rozpuścić w 0,9% NaCl lub wodzie, a następnie do właściwego stężenia rozcieńczyć roztworem NaOH

Kolorymetryczne oznaczanie białka metodą Lowry’ego

Lowry J.O., Rosebrough N.J., Farr A.L., Randal R.J (1951) J. Biol. Chem. 193, 265–275.

Zasada metody


W metodzie tej wykorzystuje się czułą reakcję, jaką wykazują wiązania peptydowe oraz aminokwasy aromatyczne XE "aminokwasy: aromatyczne"  z odczynnikiem Folina-Ciocalteu XE "odczynnik: Folina-Ciocalteu" . Reakcja przebiega w dwóch etapach:

1.
jony miedzi przyłączają się do wiązań peptydowych, co w konsekwencji prowadzi do reakcji biuretowej,

2.
kwas fosfowolframowy i fosfomolibdenowy ulegają redukcji do odpowiednich tlenków przez skompleksowaną miedź oraz reszty tyrozyny i tryptofanu.


Fenole a także puryny XE "puryna" , pirymidyny XE "pirymidyna"  oraz kwas moczowy reagują z odczynnikiem Folina-Ciocalteu XE "odczynnik: Folina-Ciocalteu" , zwiększając natężenie barwy. Siarczan (VI) cynku oraz siarczan (VI) amonu, kwas trichlorooctwy (TCA), HClO4, Ba(OH)2, aceton, etanol i eter obniżają intensywność barwy.

Redukcja kwasu fosfomolibdenowego do tlenków zachodzi szybko w pH około 10. Przy tej wartości pH kwas fosfomolibdenowy jest nietrwały. Aby zapobiec jego rozkładowi po dodaniu odczynnika Folina badaną próbę należy natychmiast zmieszać.

Zakres metody: 10–100 μg białka

Postępowanie

1.
Do probówki odmierzyć 200 (l roztworu zawierającego 10–100 (g białka i dodać 2 ml odczynnika D. Zmieszać, pozostawić na 30 minut w temp. pokojowej.

2.
Następnie szybko dodać 200 (l 1 N odczynnika Folina-Ciocalteu i zamieszać.

3.
Po 30 minutach odczytać absorbancję przy długości fali 750 nm wobec próby ślepej odczynnikowej.

Materiały i odczynniki

· odczynnik A: 2% Na2CO3 w 0,1 M NaOH

odczynnik B: 0,5% CuSO45 H2O

· odczynnik C: 1% winian sodu

· odczynnik D: przed użyciem zmieszać ze sobą 0,5 ml odczynnika B z 0,5 ml odczynnika C, do tej mieszaniny dodać 49 ml odczynnika A (należy to zrobić około 30 minut przed oznaczeniem)

odczynnik Folina-Ciocalteu XE "odczynnik: Folina-Ciocalteu" : w okrągłodennej kolbie ze szlifem umieścić 25 g wolframianu sodowego (Na2WO42 H2O), 6,25 g molibdenianu sodowego (Na2MoO42 H2O), 12,5 ml 85% kwasu fosforowego, 25 ml stężonego kwasu solnego i 175 ml H2O; kolbę umieścić pod chłodnicę zwrotną i gotować 10 godz.; następnie dodać 37,5 g siarczanu (VI) litu, 15 ml wody i kroplę bromu; oziębić i uzupełnić wodą do 250 ml i przesączyć; odczynnik nie powinien mieć barwy zielonej; przechowywać w ciemnej butelce i chronić przed zanieczyszczeniem związkami organicznymi; odczynnik zanieczyszczony po rozcieńczeniu i zalkalizowaniu staje się niebieski; do użytku rozcieńczyć wodą dwukrotnie, tak aby w odniesieniu do kwasu był roztworem 1 N (sprawdzić przez miareczkowanie 1 M NaOH wobec fenoloftaleiny)

· standardowy roztwór białka: 1% roztwór białek surowicy lub słabo zasadowy roztwór krystalicznej albuminy bydlęcej; roztwór standardowy rozcieńczyć 0,9% roztworem NaCl tak, aby zawierał wymaganą ilość białka w próbie

3.8.4. Kolorymetryczne oznaczanie białka metodą Bradforda

Bradford M.M. (1976) Anal. Biochem. 72, 248–250.  XE "białka: oznaczanie: metoda: Bradforda " 
Zasada metody


Błękit brylantynowy (Coomassie Brilliant Blue G XE "Coomassie Brilliant Blue G" -250)  XE "błękit brylantynowy" \t "Patrz Coomassie Brilliant Blue" wiąże się z białkami za pomocą wiązań jonowych i hydrofobowych, reagując głównie z resztami Arg oraz w mniejszym stopniu z resztami His, Lys, Tyr, Trp i Phe. Barwnik ten w środowisku kwasowym ma zabarwienie brunatne, natomiast jego kompleks z białkiem – niebieskie (następuje przesunięcie maksimum absorpcji z 465 nm do 595 nm). Natężenie barwy jest proporcjonalne do stężenia białka w roztworze.

Zakres metody: 1–10 µg

Wykonanie krzywej kalibracyjnej

1.
Przygotować roztwór standardowy BSA o stężeniu 0,05 mg/ml: oznaczyć spektrofotometrycznie stężenie otrzymanego wyjściowego roztworu BSA (właściwy współczynnik absorpcji XE "właściwy współczynnik absorpcji, a"  dla BSA wynosi a280 = 0,667). Wyjściowy roztwór BSA rozcieńczyć 0,9% NaCl do uzyskania żądanego stężenia.

2.
Do wyznaczenia krzywej standardowej przygotować próby zawierające: 1, 2, 4, 6, 8 i 10 µg BSA w objętości 0,5 ml. Standardowy roztwór białka rozcieńczać 0,9% NaCl.

Postępowanie

1.
Do prób zawierających 1–10 µg białka w objętości 0,5 ml dodać 0,5 ml odczynnika Bradforda.

2.
Próby wymieszać i inkubować 5 minut w temp. pokojowej.

3.
Odczytać absorbancję prób badanych i próby ślepej wobec wody przy λ= 595 nm.

4.
Od wartości absorbancji prób badanych odjąć wartość absorbancji próby ślepej.

Materiały i odczynniki

· odczynnik Bradforda XE "odczynnik: Bradforda" : 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 rozpuścić w 50 ml 95% etanolu, dodać 100 ml 85% kwasu fosforowego i następnego dnia, po całkowitym rozpuszczeniu barwnika, uzupełnić do 1 litra zimną wodą

· standardowy roztwór białka: BSA o stężeniu 0,05 mg/ml

3.8.5. 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. Zasadniczą różnicą jest zastąpienie odczynnika Folina-Ciocalteu przez kwas bicinchoninowy (BCA). W warunkach zasadowych białka redukują Cu2+ do Cu+ w stopniu proporcjonalnym do stężenia. BCA jest wysoko specyficznym chromogennym reagentem w stosunku do jonów Cu+, tworząc z nimi fioletowy kompleks o maksimum absorbancji przy 562 nm. Wartość tej absorbancji jest wprost proporcjonalna do stężenia białka.

Zakres metody

Czułość metody zależna jest od temperatury i czasu inkubacji i wynosi 2–20 µg lub 10–50 µg.

Postępowanie 

Zakres metody: 2–20 µg

1.
Do sporządzenia krzywej standardowej przygotować próby zawierające 2–20 µg białka w objętości 50 µl. W takiej samej objętości przygotować próby badane.

2.
Do probówek dodać 1 ml odczynnika A + B i zamieszać.

3.
Próby inkubować 30 minut w temp. 60ºC.

4.
Schłodzić próby do temp. pokojowej i odczytać ich absorbancję przy 562 nm.

5.
Wykreślić krzywą standardową i odczytać z niej stężenie białka w badanych próbach.

Zakres metody 10–50 µg

1.
Do sporządzenia krzywej standardowej przygotować próby zawierające 10–50 µg białka w objętości 50 µl. W takiej samej objętości przygotować próby badane.

2.
Do probówek dodać 1 ml odczynnika A + B i zamieszać.

3.
Próby inkubować 30 minut w temp. 37ºC.

4.
Schłodzić próby do temp. pokojowej i odczytać ich absorbancję przy 562 nm.

5.
Wykreślić krzywą standardową i odczytać z niej stężenia białka w badanych próbach.

Materiały i odczynniki

odczynnik A (roztwór BCA): 1 g soli sodowej BCA, 2 g Na2CO3, 0,16 g winianu sodu, 0,4 g NaOH i 0,95 g NaHCO3 rozpuścić i uzupełnić wodą bidestylowaną do 100 ml; doprowadzić do pH 11,25 za pomocą 10 M NaOH; odczynnik A jest stabilny w temp. pokojowej

· odczynnik B: 4% (w/v) roztwór CuSO45 H2O: naważkę 2 g CuSO45 H2O rozpuścić w wodzie bidestylowanej i doprowadzić do objętości 50 ml; odczynnik B jest stabilny w temp. pokojowej

· odczynnik A + B: przed użyciem należy je zmieszać w proporcji objętościowej A : B = 50:1 (np. 10 ml A + 0,20 ml B); roztwór A + B jest stabilny przez ok. tydzień (powinien mieć zielony kolor)

· standardowy roztwór białka (BSA) o stężeniu 1 mg/ml i 0,2 mg/ml

Uwagi


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


Temperatura i czas inkubacji mogą być zmieniane w zależności od potrzeb. Inkubacja w temp. 60ºC daje wyższą czułość metody. Prawdopodobnie jest to efekt większej reaktywności wiązań peptydowych z odczynnikiem miedziowym w wyższych temperaturach.


Oznaczenia metodą BCA można przeprowadzić w obecności 1% detergentów używanych do solubilizacji białek (Triton X-100, SDS XE "SDS" , Brij 35, Lubrol, CHAPS, CHAPSO, oktyloglukozyd), jak i czynników denaturujących (4 M chlorowodorek guanidyny, 3 M mocznik). W oznaczeniu przeszkadza obecność cukrów redukujących, czynników chelatujących (np. EDTA), buforów zmieniających pH odczynników.

3.8.6. Mikrometoda taninowa XE "białka: oznaczanie: metoda: taninowa " 
Mejbaum-Katzenellenbogen W. (1955) Acta Biochim. Polon. 2, 279–294.

Zasada metody


Kwas taninowy (pentadigalloiloglukoza, tanina chińska XE "tanina chińska" ) (Rys. 3.10) reaguje z białkami i polipeptydami, tworząc wiązania wodorowe XE "wiązania wodorowe"  pomiędzy grupami karbonylowymi –CO wiązań peptydowych a grupami hydroksylowymi reszt kwasu gallusowego w wyniku czego powstają nierozpuszczalne w wodzie kompleksy. Białka w zakresie stężeń 10–100 (g/ml dają delikatną zawiesinę, której zmętnienie w środowisku silnie kwaśnym w obecności fenolu po 10 minutach inkubacji w 30ºC jest proporcjonalne do stężenia białka. Mała swoistość taniny wobec białek sprawia, że równoprocentowe roztwory różnych białek dają jednakowe zmętnienie.
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Rys. 3.10 Wzór taniny

Postępowanie

Zakres metody 10–100 µg

1.
Do probówki odmierzyć 1 ml roztworu zawierającego 10–100 (g białka i wstawić do łaźni wodnej o temp. 30ºC.

2.
Po wyrównaniu temperatur do roztworu dodać, mieszając, 1 ml klarownego i ogrzanego do tej samej temperatury odczynnika taninowego.

3.
Dokładnie po 10 minutach dodać 2 ml 0,1% roztworu gumy arabskiej, zmieszać, ochłodzić do temp. pokojowej i odczytać absorbancję względem próby odczynnikowej przy 630–670 nm.

4.
Stężenie białka w próbie odczytać z krzywej wzorcowej wykonanej dla żelatyny lub innego białka.

Materiały i odczynniki

· odczynnik taninowy XE "odczynnik: taninowy" : do kolby stożkowej o pojemności 500 ml odmierzyć 98 ml 1 M HCl, ogrzać do 80ºC i dodać 2 ml również ogrzanego fenolu (trucizna, nie pipetować ustami!); kolbę stożkową umieścić we wrzącej łaźni wodnej i po rozpuszczeniu się fenolu dodać 10 g taniny, zamieszać; po 15 minutach wyjąć z łaźni i pozostawić do wystygnięcia; uzupełnić wodą do 100 ml; przed użyciem przesączyć; odczynnik trwały kilka tygodni

· roztwór 0,1% gumy arabskiej: do zlewki o pojemności 200 ml wsypać 1 g sproszkowanej gumy arabskiej, dodać ok. 10 ml wody i pozostawić do napęcznienia; dolewając małymi porcjami wodę mieszać do całkowitego rozpuszczenia i uzupełnić do 100 ml; otrzymany 1% roztwór zabezpieczyć kryształkiem tymolu, a do użytku sporządzać 0,1% roztwór

· standardowy roztwór żelatyny: do 100 mg wysuszonej w eksykatorze próżniowym nad P2O5 żelatyny dodać ok. 5 ml wody; po napęcznieniu dodać 50 ml wody i ogrzać na łaźni wodnej do całkowitego rozpuszczenia; ostudzić i uzupełnić w kolbie miarowej do 100 ml; do sporządzenia krzywej standardowej roztwór białka standardowego rozcieńczyć tak, by w 1 ml znajdowało się 20, 40, 60, 80 i 100 (g białka XE "białka: oznaczanie" \r "białkaoznaczanie" 
3.9. Elektroforeza w żelu poliakryloamidowym XE „elektroforeza: w żelu poliakryloamidowym (PAGE)" 

Elektroforeza jest powszechnie stosowaną metodą rozdziału i analizy związków koloidalnych. Jej istotą jest ruch cząsteczek obdarzonych ładunkiem elektrycznym w kierunku elektrody o ładunku przeciwnym niż jej własny. Podstawą rozdziału jest różnica w ruchliwości, z jaką jony poruszają się w polu elektrycznym.


Szybkość wędrówki (v) białka lub innej makrocząsteczki w polu elektrycznym zależy od natężenia pola elektrycznego (E), od wypadkowego ładunku cząsteczki białka (z) i współczynnika tarcia (f):
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Współczynnik tarcia (f) zależy od wielkości i kształtu cząsteczki migrującej oraz lepkości środowiska (η). Dla cząsteczki kulistej o promieniu r:

f = 6πηr

Ponadto szybkość wędrówki XE "elektroforeza: szybkość wędrówki"  zależy od siły jonowej elektrolitu, pH i temperatury.

Metody elektroforetyczne okazały się szczególnie przydatne w biochemii do rozdziału związków makrocząsteczkowych, a w szczególności białek. Ładunek elektryczny cząsteczki białkowej zależy od pH roztworu i jest związany z obecnością w łańcuchach bocznych niektórych reszt aminokwasowych grup zdolnych do jonizacji. W pH = pI XE "pI"  wypadkowy ładunek elektryczny białka równy jest zero (białko nie wędruje w polu elektrycznym), w pH ( pI wypadkowy ładunek jest dodatni (cząsteczki wędrują w kierunku katody), a w pH ( pI – ujemny (cząsteczki wędrują w kierunku anody). Zatem znajomość punktu izoelektrycznego białek pozwala przewidzieć kierunek ich migracji podczas elektroforezy w danym pH.


Jako nośniki XE "elektroforeza: nośniki"  w elektroforezie stosuje się substancje o strukturze kapilarnej, porowatej lub żele. Może to być odpowiednio przygotowana bibuła (obecnie rzadko stosowana ze względu na małą zdolność rozdzielczą), folia acetylocelulozowa, żel XE "żel: skrobiowy"  skrobiowy, agarozowy XE "żel: agarozowy"  lub żel poliakryloamidowy XE "żel: poliakryloamidowy" .

Nośnik powinien być przede wszystkim elektrycznie obojętny, niereaktywny chemicznie i porowaty, co zapewnia odpowiednio szybki przepływ elektrolitu i rozdzielanej substancji. Zastosowanie żelu w elektroforezie poprawia jakość rozdziału, ponieważ ten rodzaj nośnika pełni dodatkowo funkcję sita molekularnego, zwiększając rozdzielczość, oraz tłumi prądy konwekcyjne wytwarzane przez małe gradienty temperatury.


Najpowszechniej stosowana elektroforeza XE "elektroforeza"  w żelu poliakryloamidowym XE „elektroforeza: w żelu poliakryloamidowym (PAGE)"  jest techniką odznaczającą się doskonałą rozdzielczością, dzięki bardzo małej adsorpcji, niskiej elektroosmozie oraz dodatkowo efektowi „przesiewania molekularnego”. Rolę sita pełni sieć spolimeryzowanego akryloamidu, w której wielkość oczek zależy od rodzaju i sposobu przygotowania żelu.

Żel poliakryloamidowy uzyskuje się drogą polimeryzacji monomeru akryloamid XE "akryloamid" u       NH2–CO–CH=CH2 z sieciującym ko-monomerem – N,N,-metylenobisakryloamidem CH2(NH–CO–CH=CH2)2. Reakcja polimeryzacji zapoczątkowana jest przez układ inicjator – katalizator, którymi najczęściej są: diamonu nadtlenodisiarczan (nadsiarczan amon) i trzeciorzędowa amina – TEMED XE "TEMED"  (N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina). Usieciowanie żelu można regulować zmieniając stężenie bisakryloamidu (czynnik sieciujący) i akryloamidu, np. 7,5% żel poliakryloamidowy XE "żel: poliakryloamidowy"  charakteryzuje się średnią wielkością por około 5 nm, 30% – około 2 nm.

Elektroforezę białek można prowadzić w warunkach natywnych XE "elektroforeza: w warunkach natywnych"  (z zachowaniem aktywności biologicznej rozdzielanych związków), gdzie rozdział zachodzi głównie ze względu na ładunek (rozdział 3.11.1) albo w warunkach denaturujących XE "elektroforeza: w warunkach denaturujących"  w obecności SDS XE "SDS"  i β-merkaptoetanolu (albo ditiotreitolu), gdzie rozdział cząsteczek białka opłaszczonych przez SDS, nadający białku ładunek ujemny, zachodzi ze względu na masę cząsteczkową rozdzielanych związków (rozdział 3.11.2).

Metody elektroforetyczne wykorzystuje się zarówno do celów analitycznych (w tym oceny jednorodności preparatów) jak i preparatywnych.

3.9.1. Rozdział białek surowicy krwi w elektroforezie wg Davisa

Davis B. J. (1964) Ann. N.Y. Acad. Sci. U.S.A. 121, 404–427.


Krew jest płynną tkanką zawierającą elementy morfotyczne (krwinki czerwone, krwinki białe i płytki krwi) zawieszone w części płynnej, zwanej osoczem lub plazmą.


W celu uzyskania surowicy pobraną krew pozostawia się w na kilkadziesiąt minut temp. pokojowej lub w 37ºC. W wyniku szeregu reakcji enzymatycznych zachodzących przy udziale aktywatorów XE „enzymy: aktywatory" 

 XE "aktywatory enzymów"  i jonów wapnia białko krwi – fibrynogen XE "fibrynogen"  ulega przemianie w fibrynę. Fibryna polimeryzuje, tworząc trójwymiarową sieć, w której zamknięte są elementy morfotyczne i surowica. Po upływie kilkunastu minut żel fibrynowy kurczy się, a surowica jest wyciskana na zewnątrz. Należy ją oddzielić przez wirowanie.

Proces krzepnięcia można zahamować przez dodanie do krwi związków wiążących wapń (np. heparyna, cytrynian sodu). Po odwirowaniu elementów morfotycznych uzyskuje się osocze, które w odróżnieniu od surowicy zawiera fibrynogen XE "fibrynogen" .


Surowica krwi zawiera 6–8% białka. Są one mieszaniną kilkunastu białek różniących się budową oraz funkcją. Można wśród nich wyróżnić dwie grupy białek: albuminy XE "albuminy"  i globuliny XE "globuliny" , które można łatwo oddzielić od siebie poprzez wysalanie, np. siarczanem (VI) amonu (rozdział 3.9.6).

Albuminy XE "albuminy"  stanowią około 60% białek zawartych w surowicy, posiadają masę 69 kDa i pI 4,8, są dobrze rozpuszczalne w wodzie i jako jedyne białka surowicy są pozbawione części cukrowej. Najważniejsze funkcje albumin to: utrzymanie stałej objętości krążącej krwi, transport niektórych substancji (metale, hormony XE "hormony" , bilirubina, kwasy tłuszczowe XE "kwasy tłuszczowe" ) i detoksykacja. Albuminy stanowią rezerwę białkową organizmu i w przypadku głodu są jako pierwsze katabolizowane.

Prealbuminy pojawiające się w elektroforezie przed albuminami stanowią zaledwie 0,5% białek obecnych w surowicy, ich funkcją jest np. wiązanie tyroksyny.

Ceruloplazmina występuje w ilości 25 mg%, ma masę 130 kDa, jest zbudowana z 8 podjednostek, z których każda wiąże jon Cu2+. Bierze udział w procesie wchłaniania miedzi. Obniżony poziom tego białka prowadzi do nadmiernego wchłaniania Cu2+ w jelicie i objawów zatrucia ze strony wątroby i układu nerwowego.

Transferyna występuje w ilości 100–300 mg%, posiada zdolność kompleksowania żelaza. Jest białkiem o masie 90 kDa zbudowanym z jednego łańcucha białkowego. Wiąże żelazo przez tyrozynę, zapobiega zatruciom wywołanym obecnością nadmiaru zjonizowanego żelaza w organizmie.

Haptoglobiny występujące w surowicy w stężeniu 30–300 mg% to białka zbudowane z dwóch rodzajów łańcuchów ( i (, wiążące wolną hemoglobinę powstałą w wyniku wewnątrznaczyniowej hemolizy. Cząsteczka haptoglobiny XE "haptoglobiny"  o masie 80 kDa wiąże 2 cząsteczki hemoglobiny. Utworzony kompleks nie jest wydzielany przez nerki, co zapobiega utracie żelaza wraz z moczem i uszkodzeniu kanalików nerkowych. We krwi noworodków nie ma haptoglobiny, pojawia się dopiero powyżej 4 miesiąca życia.

(2-makroglobulina XE "(2-makroglobulina "  występuje w ilości 150–450 mg%, posiada bardzo dużą masę – około 700 kDa i jest niespecyficznym inhibitorem wielu proteaz. Wykazuje specyficzny mechanizm hamowania aktywności proteaz, polegający na „złapaniu” enzymu w rodzaj pułapki utworzonej po uprzednim nacięciu inhibitora przez enzym. Kompleks proteaza–makroglobulina jest bardzo szybko usuwany z krwioobiegu.

Immunoglobuliny to glikoproteiny wytwarzane przez organizm w odpowiedzi na pojawienie się obcego białka – antygenu. Zbudowane są z dwóch rodzajów łańcuchów: lekkiego i ciężkiego o masach odpowiednio: 25 i 50 kDa. Ze względu na różnice w budowie łańcuchów ciężkich oraz zawartość cukrów wyróżnia się 5 rodzajów immunoglobulin: IgG, IgA, IgM, IgD, IgE. We frakcji IgG zawartych jest 80% przeciwciał.

Orozomukoid  XE "orozomukoid" ((1-kwaśna glikoproteina) występuje w ilości 50–100 mg%, charakteryzuje się bardzo niskim pI (pH ok. 2,5), posiada podobną ruchliwość elektroforetyczną jak albuminy, zawiera około 40% cukru w cząsteczce. Jest to białko o masie 44 kDa, którego poziom obniża się lub podwyższa w pewnych jednostkach chorobowych.

(1-Antyproteaza XE "(1-antyproteaza "  jest inhibitorem wielu proteaz.


Surowica krwi jest niezwykle bogata w inhibitory XE "enzymy: inhibitory"  proteaz, stanowią one około 10% obecnych w niej białek. W surowicy krwi występuje również szereg enzymów. Są to m.in. fosfatazy XE "fosfatazy" , transaminazy, dehydrogenazy. Enzymy te uwalniane są z różnych tkanek, a ich poziom zmienia się w stanach patologicznych, co ma często znaczenie diagnostyczne. Głównym celem tych badań jest ustalenie pochodzenia danego enzymu, ponieważ każdy narząd czy tkanka posiadają charakterystyczne spektrum enzymów. Niektóre enzymy XE "enzymy"  wykazują znaczną specyficzność XE "enzymy: specyficzność"  narządową np. aminotransferazy są charakterystyczne dla serca i wątroby, fosfatazy dla tkanki kostnej oraz wątroby.

Zasada metody


Głównym kryterium rozdziału białek surowicy w tej metodzie jest ich ładunek elektryczny, gdyż elektroforeza XE "elektroforeza"  jest prowadzona w warunkach natywnych XE "elektroforeza: w warunkach natywnych" . Zaletą metody jest możliwość dalszej analizy aktywności biologicznej białek po zakończonym rozdziale elektroforetycznym.

Zasadę rozdziału białek w elektroforezie w żelu poliakryloamidowym szczegółowo omówiono w rozdziale 3.11.

Postępowanie

Uwaga! Wszystkie czynności wykonywać w rękawicach gumowych, ponieważ akryloamid XE "akryloamid"  jest rakotwórczy!

1.
Przygotować (złożyć) zgodnie z instrukcją aparat do elektroforezy płytkowej.

2.
Sporządzić 5% żel, mieszając 1 objętość buforu żelowego z 1 objętością roztworu akryloamidu i 2 objętościami diamonu nadtlenodisiarczanu (nadsiarczan amonu).

3.
Wypełnić roztworem akryloamidu szczelinę pomiędzy płytkami w aparacie aż do górnej krawędzi płytki, umieścić grzebień i odstawić do chemicznej polimeryzacji na 40–60 minut.

4.
Usunąć grzebień, wypełnić studzienki buforem elektrodowym i osadzić płytki w aparacie do elektroforezy.

5.
Do studzienek w żelu nanieść próbkę surowicy krwi, uprzednio zmieszanej ze wskaźnikiem (błękitem bromofenolowym) i kroplą glicerolu. Ilość nanoszonej surowicy zależy od sposobu barwienia płytki po zakończeniu elektroforezy.

6.
Napełnić oba naczynia elektrodowe buforem i podłączyć do prądu w taki sposób, aby dolna część płytki była połączona z elektrodą dodatnią. Natężenie prądu powinno wynosić 20 mA/płytkę. Rozdział prowadzić w lodówce.

7.
Elektroforezę należy zakończyć w momencie, kiedy wskaźnik znajdzie się w odległości kilku mm od końca płytki. Po zakończeniu elektroforezy żel przenieść do odpowiedniego roztworu celem wybarwienia (rozdział 3.11.1.1, 3.11.1.2 lub 3.11.1.3).

Materiały i odczynniki


· bufor żelowy: Tris-HCl-TEMED, pH 8,9: 36,6 g Tris rozpuścić w 90 ml wody bidestylowanej, dodać 0,46 ml TEMED i zmiareczkować HCl do pH 8,9, po czym uzupełnić wodą do 100 ml

· bufor elektrodowy: Tris-glicyna, pH 8,4: 6 g Tris, 28,4 g glicyny rozpuścić w wodzie i uzupełnić do 1 000 ml; przed użyciem bufor rozcieńczyć 10 razy wodą schłodzoną w lodówce

· roztwór akryloamidu: 20 g akryloamidu i 0,53 g bisakryloamidu rozpuścić w 100 ml wody bidestylowanej; roztwór można przesączyć

· diamonu nadtlenodisiarczan (nadsiarczan amonu): 0,1% roztwór wodny (sporządzać na świeżo – odczynnik nietrwały)

· 0,04% błękit bromofenolowy (indykator): 0,1 g barwnika rozpuścić w 250 ml wody zawierającej 1,49 ml 0,1 M NaOH

3.9.1.1. Barwienie na białko (proteinogram XE "proteinogram" )

Postępowanie

1.
Po przeprowadzeniu elektroforezy opisanej w rozdziale 3.11.1 żel, na który naniesiono 2–5 (l surowicy krwi umieścić w 0,05% roztworze czerni amidowej w 7% kwasie octowym i pozostawić na około 20 minut, następnie barwnik zlać i pozostawić do ponownego użycia.

2.
Żel zalać 7% kwasem octowym i pozostawić w tym roztworze do odbarwienia tła. W celu przyspieszenia odbarwienia tła żelu należy często zmieniać roztwór kwasu.

3.
Żel można również wybarwić na białko przy pomocy roztworu Coomassie Brilliant Blue zgodnie z przepisem podanym dla elektroforezy w warunkach denaturujących XE "elektroforeza: w warunkach denaturujących"  (rozdział 3.11.2).

Materiały i odczynniki

· 0,05% roztwór czerni amidowej w 7% kwasie octowym

· 7% kwas octowy

Barwienie na obecność glikoprotein (glikoproteinogram XE "glikoproteinogram" ) – technika PAS XE "PAS" 
Zacharius R.M., Zell T.E., Morrison J.H., Woodlock J.J. (1969) Anal. Biochem. 30, 148–152.

Zasada metody


Barwienie glikoprotein techniką PAS (ang. periodic acid-Schiff, tj. kwas nadjodowy-zasada Schiffa) polega na tym, że kwas jodowy (VII) (nadjodowy) rozszczepia w cukrach wiązania C–C sąsiadujące z grupami hydroksylowymi (lub grupą hydroksylową i aminową), wskutek czego powstają grupy aldehydowe reagujące z sulfonofuksyną XE "sulfonofuksyna " . W wyniku reakcji powstaje różowoczerwony kompleks i wydziela się H2SO3.
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Postępowanie

1.
Po przeprowadzeniu elektroforezy opisanej w rozdziale 3.11.1 żel, na który naniesiono 20 (l surowicy, zanurzyć w 12,5% kwasie trichlorooctowym na 30 minut, przemyć wodą destylowaną, po czym umieścić na czas 50 minut w roztworze 1% kwasu jodowego (VII) (nadjodowy) w 3% kwasie octowym (w ciemności).

2.
Żel przemyć wodą destylowaną (zmieniając wodę 6-krotnie co 10 minut). Następnie zalać roztworem fuksyny i ponownie pozostawić na czas  50 minut w ciemności.

3.
Po tym czasie fuksynę zlać i zachować, a żel zalać świeżo sporządzonym 0,5% roztworem disiarczanu (IV) potasu (pirosiarczynu potasu); roztwór zmieniać 3-krotnie co 10 minut.

4.
Przepłukiwać żel wodą destylowaną, aż do odmycia tła i przechowywać w 3–7,5% kwasie octowym.

Materiały i odczynniki

· 1% kwas jodowy (VII) (nadjodowy) w 3% kwasie octowym (sporządzać na świeżo – odczynnik nietrwały)

· fuksyna zasadowa: 1 g fuksyny rozpuścić w 200 ml wrzącej wody, oziębić do 50ºC, dodać 0,5 ml stężonego HCl oraz 1 g disiarczanu (IV) potasu K2S2O5 (pirosiarczyn potasu), zakorkować i pozostawić na 24 godz. w temp. pokojowej; zmieszać z 0,5 g węgla aktywnego, wytrząsać i przesączyć; w razie potrzeby powtórzyć tę czynność aż do momentu uzyskania bezbarwnego i klarownego płynu

· 0,5% roztwór disiarczanu (IV) potasu (pirosiarczyn potasu)

· 12,5% kwas trichlorooctowy

3.9.1.2. Lokalizacja izoenzymów fosfatazy XE "fosfatazy: zasadowe"  zasadowej w żelu poliakryloamidowym XE „elektroforeza: w żelu poliakryloamidowym (PAGE)"  (zymogram XE "zymogram" )

Zasada metody


Po elektroforezie białek surowicy ludzkiej w żelu poliakryloamidowym można zlokalizować trzy pasma aktywności fosfatazowej. Najwolniej wędrujący to enzym pochodzenia jelitowego, najszybciej fosfataza pochodzenia wątrobowego. Pomiędzy tymi dwoma pasmami stwierdza się obecność fosfatazy pochodzącej z tkanki kostnej. Surowica dorosłego człowieka zawiera głównie izoenzym wątrobowy, śladowe ilości kostnego i około 20% enzymu pochodzenia jelitowego. Stosunki te ulegają zaburzeniu w stanach patologicznych, dlatego analiza elektroforogramów ma znaczenie diagnostyczne, pozwalając na stwierdzenie ewentualnych zmian proporcji pomiędzy poszczególnymi izoenzymami.


Żel po elektroforezie inkubuje się w roztworze substratu: (-naftylofosforan i sól diazowa Fast Blue B w pH zasadowym. Zwolniony przez enzym (-naftol tworzy barwny kompleks z solą diazową. W miejscach gdzie obecny jest enzym pojawiają się pasma koloru fioletowo-brązowego.
Postępowanie

1.
Po przeprowadzeniu elektroforezy opisanej w rozdziale 3.11.1 żel, na który naniesiono 100 (l surowicy krwi, przepłukać i inkubować 3 razy po 20 minut w 0,05 M buforze boranowym o pH 9,7 z 1 mM MgCl2 (bufor optymalny dla aktywności katalitycznej fosfatazy zasadowej).

2.
Żel inkubować w roztworze substratu w temp. 37ºC do momentu pojawienia się czerwonobrunatnych pasm.

3.
Przenieść żel do 7% roztworu kwasu octowego.

Materiały i odczynniki

· substrat: 5 mg (-naftylofosforanu sodu i 3 mg Fast Blue B rozpuścić w 5 ml 0,05 M buforu boranowego o pH 9,7; roztwór przygotować na świeżo, przed użyciem przesączyć

0,05 M bufor boranowy o pH 9,7 zawierający 1 mM MgCl2: 3,74 g kwasu borowego i 0,2 g MgCl26 H2O rozpuścić w około 500 ml wody, doprowadzić do pH 9,7 za pomocą KOH i uzupełnić wodą do 1 litra

· 7% kwas octowy

3.9.2. Elektroforeza w żelu poliakryloamidowym XE „elektroforeza: w żelu poliakryloamidowym (PAGE)"  w obecności SDS XE "SDS"  i (-merkaptoetanolu

Laemmli U.K. (1970) Nature (London) 227, 680–685.

Zasada metody


Elektroforeza w żelu poliakryloamidowym XE „elektroforeza: w żelu poliakryloamidowym (PAGE)"  w warunkach denaturujących XE "elektroforeza: w warunkach denaturujących"  – w obecności soli sodowej siarczanu dodecylu – SDS XE "SDS"  (CH3–(CH2)10–CH2OSO3– Na+) jest rutynową metodą określania stopnia czystości białek oraz oznaczania ich masy cząsteczkowej i składu podjednostkowego. Ten anionowy detergent niszczy niemal wszystkie oddziaływania niekowalencyjne w natywnych białkach. Aniony SDS wiążą się z aminokwasami (jeden anion na dwie reszty aminokwasowe), nadając powstałemu kompleksowi SDS-zdenaturowane białko tak duży ładunek ujemny, że ładunek natywnego białka staje się nieistotny dla ruchliwości. Mieszaninę białek rozpuszcza się w roztworze SDS z dodatkiem czynnika redukującego mostki disiarczkowe (β-merkaptoetanol lub DTT) i pozostawia na pewien czas w podwyższonej temperaturze, a następnie poddaje elektroforezie. Szybkość wędrówki białek w polu elektrycznym w takich warunkach zależy tylko od ich masy cząsteczkowej. Zasada ta nie dotyczy białek o strukturze podjednostkowej, które wędrują jako monomery, a także wielu białek o bardzo małej masie cząsteczkowej (poniżej 10 kDa) i niektórych wędrujących nietypowo glikoprotein XE "glikoproteiny" . 


Elektroforeza w żelu poliakryloamidowym XE „elektroforeza: w żelu poliakryloamidowym (PAGE)"  z SDS XE "SDS"  jest metodą szybką, czułą i o bardzo dużej rozdzielczości. Obecność jednej frakcji białkowej po wybarwieniu żelu, najczęściej Coomassie Brilliant Blue R XE "Coomassie Brilliant Blue R" -250, świadczyć może o homogeniczności analizowanego preparatu białkowego.

Postępowanie

Uwaga! Wszystkie czynności wykonywać w rękawicach gumowych, ponieważ akryloamid XE "akryloamid"  jest rakotwórczy!

Przygotowanie aparatu i żelu

1.
Płytki szklane umyć i następnie odtłuścić alkoholem.

2.
Między płytki (z boku) włożyć ograniczniki i całość spiąć klamrami.

3.
Dół oraz boki płytek uszczelnić gorącym roztworem 2% agaru w buforze elektrodowym bez SDS (jeżeli tego wymaga aparatura).

4.
Po zastygnięciu agaru przygotować roztwór żelu o odpowiednim stężeniu akryloamidu według poniższej tabeli.

	
	żel rozdzielający

	
	7,5%
	10%
	12%
	15%

	bufor żelowy dolny
	2 ml
	2 ml
	2 ml
	2 ml

	akryloamid 30%
	2 ml
	2,7 ml
	3,2 ml
	4 ml

	woda bidestylowana
	4 ml
	3,3 ml
	2,8 ml
	2 ml

	nadsiarczan amonu
	30 (l
	30 (l
	30 (l
	30 (l

	TEMED
	5 (l
	5 (l
	5 (l
	5 (l


* podane w tabeli objętości roztworów dotyczą płytki o rozmiarach 100801 mm

5.
Po zmieszaniu wszystkich składników (nadsiarczan amonu i TEMED XE "TEMED"  dodawać na końcu), wlać żel pomiędzy płytki. Na powierzchnię żelu delikatnie nawarstwić wodę za pomocą pipety.

6.
Po spolimeryzowaniu żelu dolnego usunąć dokładnie wodę (osuszając brzegi płytek bibułą), umieścić grzebień pomiędzy płytkami, a następnie wlać roztwór żelu zagęszczającego aż do górnej krawędzi płytek. Żel zagęszczający sporządzić mieszając odpowiednie składniki według poniższej tabeli.

	4,5% żel zagęszczający

	bufor żelowy górny
	1,25 ml

	akryloamid 30%
	0,75 ml

	woda bidestylowana
	3,0 ml

	nadsiarczan amonu
	15 (l

	TEMED
	8 (l


* podane w tabeli objętości roztworów dotyczą płytki o rozmiarach 100801 mm

7.
Po spolimeryzowaniu żelu górnego płytki umieścić w aparacie, wyjąć grzebień, powstałe studzienki wypełnić buforem, nalać bufor elektrodowy do naczynia dolnego i górnego.

Przygotowanie próbek

1.
Do każdej z prób dodać 1/3 objętości buforu do denaturacji (np. do 15 (l próby dodać 5 (l buforu).

2.
Próby denaturować 3 minuty we wrzącej łaźni wodnej i schłodzić.

Nanoszenie próbek

Do kolejnych studzienek nanosić standard białkowy o odpowiednich masach cząsteczkowych oraz zdenaturowane uprzednio próby badane w objętości nie przekraczającej 20 (l (20–50 (g białka; w przypadku surowych wyciągów z roślin należy nanieść około 100–150 (g białka) za pomocą pipety automatycznej z długą końcówką kapilarną.

Rozdział elektroforetyczny

1.
Aparat podłączyć do źródła prądu w taki sposób, aby dolna część płytki stanowiła biegun dodatni.

2.
Ustawić wartość zasilania na 20 mA do momentu wniknięcia materiału w żel, następnie elektroforezę prowadzić przy natężeniu prądu 40 mA.

3.
Elektroforezę prowadzić w temp. pokojowej do momentu, kiedy pasmo barwnika (błękitu bromofenolowego) osiągnie odległość około 1 cm od dolnej krawędzi żelu.

Barwienie żeli

1.
Po zakończeniu elektroforezy żel przenieść do kuwety, zalać 0,1% roztworem Coomassie Brilliant Blue R XE "Coomassie Brilliant Blue R" -250 w 40% metanolu z 10% kwasem octowym i wybarwiać przez około 1 godz.

2.
Następnie barwnik zlać i żel przemywać roztworem 40% metanolu w 10% kwasie octowym, aż do momentu odbarwienia tła. Celem szybszego odbarwienia tła można stosować kawałki gąbki włożone do kuwety z odbarwiaczem.

Analiza wyników – wyznaczenie względnej masy cząsteczkowej białka

1.
Zmierzyć drogę przebytą przez marker.

2.
Zmierzyć drogę wszystkich pasm standardów i analizowanych prób.

3.
Policzyć względne współczynniki migracji Rf XE "Rf"  dla standardów i prób badanych.
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l – droga pasma białkowego, d – droga markera

4.
Policzyć log Mcząst dla standardów użytych w elektroforezie.

5.
Sporządzić wykres zależności log Mcząst = f (Rf) dla białek standardowych.

6.
Na podstawie wyznaczonych wartości Rf badanych białek odczytać z wykresu odpowiadające im wartości log Mcząst i obliczyć masę cząsteczkową.

Materiały i odczynniki

· bufor żelowy dolny – 0,4% SDS w 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8: 9,1 g Tris, 0,2 g SDS rozpuścić w niewielkiej ilości wody, a następnie doprowadzić HCl do pH 8,8, całość uzupełnić wodą do 50 ml

bufor żelowy górny – 0,4% SDS w 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8: 3,0 g Tris, 0,2 g SDS rozpuścić w niewielkiej ilości wody, a następnie doprowadzić za pomocą HCl do pH 6,8, całość uzupełnić wodą do 50 ml

· 30% akryloamid: 29,2 g akryloamidu, 0,8 g bisakryloamidu uzupełnić wodą bidestylowaną do 100 ml, przesączyć przez bibułę Whatman 1

· bufor elektrodowy Tris-glicyna, pH 8,6: 7,2 g glicyny, 1,5 g Tris, 0,5 g SDS rozpuścić początkowo w około 50 ml wody bidestylowanej, doprowadzić pH za pomocą Tris, po czym uzupełnić wodą do 100 ml; przed użyciem bufor rozcieńczyć 5-krotnie
· bufor do denaturacji prób (4stężony): 2,5 ml buforu 1,25 M Tris-HCl, pH 6,8, 1 g SDS, 2,5 ml (-merkaptoetanolu, 5 ml glicerolu zmieszać; do całości dodać 4 mg błękitu bromofenolowego

· 10% diamonu nadtlenodisiarczan (nadsiarczan amonu) - sporządzić na świeżo

· TEMED

odczynnik barwiący: 0,1% Coomassie Brilliant Blue R XE "Coomassie Brilliant Blue R" -250 w 40% metanolu i 10% kwasie octowym

· odbarwiacz: roztwór 40% metanolu w 10% kwasie octowym.

3.10. Wykazywanie obecności glikoprotein za pomocą wiązania 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 stanowią grupę białek prostych lub glikoprotein nieimunologicznego pochodzenia wykazujących zdolność swoistego wiązania cukrów wolnych, precypitacji glikokoniugatów lub aglutynacji komórek. Białka te o specyficznej zdolności odwracalnego wiązania cukrów są szeroko rozpowszechnione zarówno w świecie roślin, zwierząt jak i mikroorganizmów. Lektyny zbudowane są z dwóch lub czterech podjednostek, zwykle identycznych, zawierających najczęściej jedno miejsce wiążące. Stąd ilość miejsc wiążących cukry XE "cukry"  w lektynach uzależniona jest zazwyczaj od ilości występujących podjednostek. Istnieją jednak lektyny XE "lektyny" , które posiadają więcej niż jedno miejsce wiążące w podjednostce (np. lektyna z zarodków pszenicy – WGA XE "WGA" 

 XE "lektyny: WGA" ) oraz takie, w których na cztery podjednostki przypadają tylko dwa miejsca wiążące (np. lektyna z soi – SBA XE "SBA" 

 XE "lektyny: SBA"  oraz z soczewicy – LCA XE "lektyny: LCA" 

 XE "LCA" ). Występowanie co najmniej dwóch miejsc wiążących w lektynie umożliwia zachodzenie reakcji krzyżowych i jest źródłem właściwości aglutynacyjnych i precypitacyjnych lektyn.


Lektyny charakteryzuje zdolność wiązania pojedynczych cukrów takich jak: mannoza XE "mannoza" , glukoza XE "glukoza" , N-acetyloglukozoamina, galaktoza XE "galaktoza" , N-acetylogalaktozoamina lub fukoza. Na ogół jednak wykazują one większe powinowactwo w stosunku do di-, tri-, tetrasacharydów i oligosacharydów. Badania nad specyficznością cukrową lektyn wykazały, że interakcja tych białek z oligosacharydami lub glikopeptydami zależy nie tylko od rodzaju cukru, ale również od jego położenia w łańcuchu cukrowym, struktury łańcucha cukrowego oraz w przypadku glikopeptydów od reszty peptydowej, z którą jest związana część węglowodanowa.


Zdolność lektyn do tworzenia precypitatów z polisacharydami lub glikoproteinami znalazła szerokie zastosowanie do wykrywania i badania tych związków różnymi technikami, np. metodą podwójnej dyfuzji, elektroforezy powinowactwa, a także do ich izolacji metodą chromatografii powinowactwa z zastosowaniem immobilizowanych lektyn.


Powszechnie stosowaną lektyną w badaniach glikoprotein jest konkanawalina A (ConA) XE "lektyny: konkanawalina A (ConA)" ) XE "konkanawalina A (ConA)" . Białko to jest najwcześniej poznaną lektyną, po raz pierwszy wyizolowano je z kanawalii (Canavalia ensiformis) w chromatografii powinowactwa. Jest metaloproteiną zbudowaną z 4 nieglikozylowanych łańcuchów polipeptydowych, z których każdy ma masę 26 kDa (237 reszt aminokwasowych). W środowisku o pH około 5,6 konkanawalina A występuje w postaci dimeru, natomiast w pH 7,0 tworzy tetramer. Każda z czterech podjednostek posiada jon Cu2+ i Mn2+. Utrata jonów metali powoduje spadek aktywności tego białka.


Konkanawalina A wykazuje zdolność wiązania reszt mannozowych, glukozowych oraz N-acetyloglukozoaminowych, występujących w oligosacharydach, polisacharydach i glikoproteinach. Z rozgałęzionymi polisacharydami, zawierającymi te podjednostki cukrowe, tworzy precypitaty.

Postępowanie

1.
Na płytkę szklaną o wymiarach 7525 mm (szkiełko podstawowe) ułożoną na dokładnie wypoziomowanej powierzchni wylać 3,4 ml 1% agarozy w buforze Tris-weronal o pH 8,6.


Uwaga! Jeżeli nie przewidujemy suszenia i barwienia żelu, agarozę należy wylać do małej szalki Petriego (około 5 ml).

2.
Po zastygnięciu agarozy wyciąć przy pomocy sztancy (najlepiej sztancy Weekego i Thomsona) zbiorniczki na roztwory lektyny XE "lektyny"  i glikoprotein według przedstawionego poniżej schematu. Odległość między zbiorniczkami powinna wynosić około 1 cm.
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3.
Do otworu centralnego (a) nanieść 10–20 (l 2% lektyny (np. Con A), a do otworów brzeżnych kolejno 10–20 (l następujących preparatów: nierozcieńczona surowica krwi XE "surowica krwi"  (1), surowica krwi rozcieńczona 2- lub 4-krotnie (2), dowolna glikoproteina np. orozomukoid XE "orozomukoid"  lub kwaśna fosfataza (3) i surowy wyciąg roślinny (4).

4.
Płytkę umieścić w szalce Petriego wyłożonej wilgotną ligniną. Całość pozostawić na 24–48 godz. w temp. pokojowej.

5.
Odmyć niezwiązane białka, spryskując szkiełko z agarozą wodą destylowaną. Płytkę osuszyć: przykryć paskiem bibuły Whatman 1 (o dokładnie takich samych wymiarach co powierzchnia płytki), warstwą suchej ligniny i płytą szklaną z obciążeniem 0,5–1 kg, pozostawić na 10 minut. Po sprasowaniu agarozy bardzo ostrożnie zdjąć z płytki bibułę, zanurzyć płytkę w wodzie destylowanej na 5 minut, po czym usunąć nadmiar wody jw.
6.
Sprasowaną agarozę na płytce wysuszyć w strumieniu zimnego powietrza (pod wentylatorem), po czym barwić.

6A.
Barwienie na aktywność enzymatyczną – w przypadku obecności kwaśnej fosfatazy: wysuszoną płytkę zalać 0.1 M buforem octanowym o pH 5,1, zawierającym (-naftylofosforan sodu (1 mg/ml) i Fast Blue B (0,4 mg/ml); inkubować w temp. 37–40ºC aż do pojawienia się różowo-czerwonych precypitatów (zasadę metody opisano w rozdziale 4.7.2), po czym wysuszyć. Tak wybarwioną płytkę można dodatkowo barwić na białko.

6B.
Barwienie na białko: wysuszoną płytkę inkubować 10 minut w 0,5% roztworze Coomassie Brilliant Blue R XE "Coomassie Brilliant Blue R" -250, po czym odbarwiać aż do uzyskania jasnego tła. Uwaga! Wywoływanie aktywności fosfatazowej przeprowadzać przed barwieniem na białko.

Materiały i odczynniki

· bufor Tris-weronal, pH 8,6 (roztwór podstawowy): 22,4 g kwasu 5,5-dietylobarbiturowego (weronal), 44,3 g Tris i 0,53 g mleczanu wapniowego, rozpuścić w końcowej objętości 1 litra wody dejonizowanej; do buforu można dodać 1 g azydku sodu, jako środka konserwującego; przed użyciem bufor rozcieńczyć 5-krotnie wodą dejonizowaną

· 1% roztwór agarozy: 1 g agarozy wsypać do kolby stożkowej, nalać 100 ml rozcieńczonego buforu Tris-weronal o pH 8,6 i rozpuścić na wrzącej łaźni wodnej lub w kuchence mikrofalowej; zabezpieczyć przed parowaniem; klarowny roztwór agarozy umieścić na mieszadle magnetycznym z grzałką, a w trakcie wylewania płytek trzymać w łaźni wodnej o temp. 56ºC

· 0,9% NaCl

· roztwór Coomassie Blue R-250 do barwienia białka na płytkach: 5 g Coomassie Brilliant Blue R XE "Coomassie Brilliant Blue R" -250, rozpuścić w mieszaninie 96% etanol : lodowaty kwas octowy (450 ml alkoholu i 100 ml kwasu) i pozostawić na okres 12–24 godz. w temp. pokojowej, przesączyć przez bibułę, a następnie dodać 450 ml wody dejonizowanej

· roztwór odbarwiający: 30% etanol z 12,5% kwasem octowym; odbarwiacz należy po użyciu regenerować poprzez sączenie przez lejek z węglem aktywnym

· surowica krwi bydlęcej lub wieprzowej: nierozcieńczona i rozcieńczona 2- i 4-krotnie 0,9% NaCl

2% roztwór lektyny: konkanawaliny A (ConA XE "ConA" ) (ewentualnie lektyny z zarodków pszenicy (WGA XE "WGA" 

 XE "lektyny: WGA" ) lub lektyny z soczewicy (LCA XE "lektyny: LCA" 

 XE "LCA" ))

· 0,5–1% roztwór orozomukoidu (lub preparat kwaśnej fosfatazy)

· surowe wyciągi z nasion lub z liścieni siewek roślin z rodziny dyniowatych lub motylkowych: ekstrakcję białek przeprowadzić do 0,1 M buforu octanowego o pH 5,1–5,6, w stosunku 1:4 (w/v); przesączyć i odwirować; stężenie białka w próbie powinno wynosić około 20 mg/ml; wyciąg z nasion zagęścić 2–4 krotnie XE "lektyny:test dyfuzyjny" \r "testdyfuzyjny" 
3.11. Wybrane metody otrzymywania białek


Preparacja białek to zwykle wieloetapowe postępowanie, w którym wykorzystując szereg właściwości fizykochemicznych tych związków, wydziela się je z materiału biologicznego w stanie natywnym i w możliwie najwyższym stopniu oczyszczenia. Aktualny stan wiedzy dotyczącej zarówno tradycyjnych jak i współcześnie stosowanych metod oczyszczania i analizy białek można znaleźć w bardzo licznych opracowaniach podręcznikowych. W tym rozdziale w sposób bardzo skrótowy zostały przedstawione tylko te techniki, których wykorzystanie wynika z programu prowadzonych ćwiczeń. Wcześniej – w rozdziale 3.9.8 – omówiono jedną z metod chromatograficzych wykorzystywanych w preparatyce białek – filtrację żelową.

3.11.1. Podstawy teoretyczne chromatografii jonowymiennej


Chromatografia jonowymienna XE "chromatografia: jonowymienna"  jest jedną najbardziej popularnych metod rozdziału mieszanin wieloskładnikowych, używanych powszechnie w procesach oczyszczania białek. Metodę tę stosuje się z powodzeniem w stosunku do mieszanin białek różniących się ładunkiem.


W chromatografii jonowymiennej stosuje się nośniki zwane wymieniaczami jonowymi XE "wymieniacz jonowy (jonit)"  lub jonitami. Jonit  XE "jonity (wymieniacze jonowe) " jest substancją, która w zetknięciu z roztworem wymienia część swoich jonów na jony z roztworu. W strukturze jonowymieniacza można wyróżnić nierozpuszczalną matrycę połączoną wiązaniami kowalencyjnymi z określonymi grupami funkcyjnymi, które ulegają jonizacji i mogą w sposób odwracalny asocjować z jonami przeciwnego znaku, tzw. przeciwjonami. W zależności od ładunku wymienianych jonów wyróżniamy dwa typy jonowymieniaczy – kationity i anionity.


Kationit XE "kationit"  to polianion, wymieniający z roztworem kationy, podczas gdy anionit XE "anionit"  jest polikationem zdolnym do wymiany anionów (Rys. 3.11). Jony wymiany tzw. przeciwjony XE "przeciwjony"  (kationy i aniony) pochodzą z roztworu buforowego równoważącego złoże. Są one zastępowane przez obdarzone ładunkiem cząsteczki białka rozdzielane podczas chromatografii.

Najczęściej stosowanymi nośnikami w chromatografii jonowymiennej białek są: celuloza XE "celuloza" , Sepharose XE "Sepharose"  i Sephadex XE "Sephadex" . Do tego typu matryc dołączone są grupy funkcyjne. W przypadku kationitów są to najczęściej grupy karboksylowe, fosforanowe i sulfonowe, natomiast grupami funkcyjnymi w cząsteczkach anionitów są zwykle aminy o różnej rzędowości (Tab. 3.6).
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Rys. 3.11 Cząsteczki jonowymieniacza z odpowiednimi przeciwjonami
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Tab. 3.6 Grupy funkcyjne najczęściej stosowanych jonowymieniaczy

	rodzaj jonitu
	skrót
	pełna nazwa
	wzór chemiczny

	KATIONITY
	CM-
	karboksymetylo-
	–OCH2COO–

	
	P-
	fosfo-
	–OPO3H–

	
	SE-
	sulfoetylo-
	–OCH2CH2SO3–

	
	SP-
	sulfopropylo-
	–OCH2CH2CH2SO3–

	ANIONITY
	DEAE-
	dietyloaminoetylo-
	–OCH2CH2NH+(C2H5)2

	
	TEAE-
	trietyloaminoetylo-
	–OCH2CH2N+(C2H5)3

	
	QAE-
	dietylo-(2-hydroksypropylo) aminoetylo-
	–OCH2CH2N+(C2H5)2CH2CH(OH)CH3


Jedną z istotnych cech charakteryzujących złoża stosowane w opisywanym typie chromatografii jest pojemność jonowymieniacza XE "pojemność jonowymieniacza" , czyli liczba równoważników wymienianych jonów (podana w miliwalach) przypadająca na 1 g złoża. Ponadto istotną właściwością jonitu jest jego polarność, określająca zakres pH, w którym można złoże stosować. Jeżeli zakres ten jest szeroki, mówi się o silnym jonowymieniaczu, którego grupy funkcyjne mają charakter mocnych kwasów lub zasad. Odpowiednio jonowymieniacze słabe, pracujące w wąskim spektrum pH, posiadają grupy funkcyjne o charakterze słabych kwasów lub zasad.


Rozdział w chromatografii jonowymiennej odbywa się na zasadzie odwracalnej adsorpcji cząsteczek o określonym ładunku. Można w nim wyróżnić dwa etapy. Pierwszy obejmuje naniesienie mieszaniny białek na kolumnę chromatograficzną oraz adsorpcję białek o odpowiednim ładunku. Drugi etap to elucja związanych białek, a po jej zakończeniu regeneracja złoża, czyli powrót do stanu wyjściowego (Rys. 3.12).
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Rys. 3.12 Etapy chromatografii jonowymiennej na przykładzie anionitu
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Elucję białek zaadsorbowanych na jonicie można prowadzić dwoma sposobami. Jednym z nich jest zmiana pH buforu, którym przemywamy złoże. W przypadku anionitów stosuje się w tym celu bufory o niższym pH niż to, w którym nanoszono białka, natomiast w przypadku kationitów używa się buforów o wyższym pH niż pH nanoszonego roztworu białka.

Drugą metodą elucji białek w chromatografii jonowymiennej jest zwiększenie siły jonowej eluentu. Można tego dokonać zwiększając stężenie wcześniej używanego buforu, bądź też dodając do buforu soli obojętnej (najczęściej KCl lub NaCl).


Dobór złoża oraz warunki chromatografii jonowymiennej są uzależnione od specyfiki rozdzielanych substancji. Należy je dostosować indywidualnie do potrzeb, kierując się przede wszystkim zakresem stabilności białek. W przypadku białek o pI XE "pI"  przypadającym w pH kwaśnym najwygodniej posłużyć się anionit XE "anionit" em, nanosząc próby w buforze o pH wyższym niż pI rozdzielanych białek. Natomiast oczyszczając białka zasadowe najlepiej zastosować kationit XE "kationit" , w buforze o pH niższym niż pI izolowanych cząsteczek białkowych.

Preparacja kwaśnej (1-glikoproteiny XE "glikoproteiny"  (orozomukoidu) z surowicy wieprzowej

Kolous V. (1965) Biochim. Biophys. Acta 139, 10.

Zasada metody


Orozomukoid występuje w surowicy krwi człowieka i innych ssaków. Jest glikoproteiną o masie cząsteczkowej około 40–44 kDa. Cechuje go wyjątkowo duża zawartość cukru (około 40% masy cząsteczki) i rozpuszczalność w 1,2 M kwasie chlorowym (VII) (nadchlorowy). Orozomukoid jest typowym przykładem białka tzw. ostrej fazy, ponieważ jego poziom wzrasta w odpowiedzi na urazy, przewlekłe stany zapalne czy choroby nowotworowe. Ponieważ syntetyzowany jest w wątrobie, w przypadku ostrej niewydolności tego organu jego poziom ulega obniżeniu.

Orozomukoid wydzielono m.in. z surowicy człowieka, wołu, wieprza, szczura. Orozomukoid wydzielony z surowicy wieprza jest w 70% homologiczny do orozomukoidu człowieka.


W metodach izolacji tej glikoproteiny z surowicy lub osocza wykorzystuje się jej rozpuszczalność w kwasie chlorowym (VII) (nadchlorowy) oraz wyjątkowo niski punkt izoelektryczny (pI ok. 2,5). W przedstawionej poniżej metodzie zastosowano chromatografię jonowymienną na DEAE- XE "DEAE-celuloza" celulozie (anionit XE "anionit" ) w pH 3,7. W tym pH pozostałe białka surowicy są kationami i nie są zatrzymywane na anionicie, natomiast orozomukoid XE "orozomukoid"  z racji niskiego pI będzie w tym pH anionem i zaadsorbuje się na wymieniaczu. Związaną glikoproteinę zwalnia się z kolumny buforem z dodatkiem NaCl (elucja przez zwiększenie siły jonowej).

Postępowanie
Przygotowanie jonowymieniacza

1.
DEAE-celulozę zawiesić w wodzie na około 30 minut, następnie odsączyć na lejku Büchnera, przenieść do zlewki zawierającej 15 objętości (v/w) 0,5 M HCl (na 1 g wymieniacza 15 ml HCl) i mieszać przez okres 30 minut.

2.
Złoże odmyć wodą do pH około 4 i umieścić na czas 30 minut w takiej samej objętości 0,5 M NaOH. Ponownie odmyć wodą do pH około 8 i zawiesić w buforze octanowym o pH 3,7.

3.
Zawiesinę przemyć kilkakrotnie na lejku Büchnera (pod pompą próżniową) buforem octanowym o pH 3,7 celem zrównoważenia złoża (pH przesączu powinno być takie samo jak buforu).

Przygotowanie roztworu białka i rozdział chromatograficzny

1.
Surowicę krwi dializować 12 godz. do 10 objętości buforu octanowego o pH 3,7. Wytrącony osad odwirować.

2.
Do 10 ml wydializowanej surowicy dodać około 5 g zrównoważonej do pH 3,7 oraz odsączonej DEAE-celulozy i mieszać delikatnie na mieszadle magnetycznym przez okres 1–2 godz.

3.
Zawiesinę przenieść do kolumny i odmyć buforem octanowym o pH 3,7 do zaniku absorbancji przy 280 nm.

4.
Związany z wymieniaczem orozomukoid XE "orozomukoid"  eluować z kolumny buforem octanowym o pH 3,7 zawierającym 0,9% NaCl. Zbierać frakcje o objętości 2 ml.

5.
Frakcje o wartościach absorbancji przy 280 nm powyżej 0,1 połączyć i dializować do wody przez noc.
6.
W otrzymanym preparacie na następnych ćwiczeniach wykazać obecność reszt cukrowych testem dyfuzjnym z lektynami (rozdział 3.12) oraz oznaczyć procentową zawartość cukrów metodą fenolową (rozdział 5.3.7).

Materiały i odczynniki

· DEAE-celuloza

· 0,5 M HCl

· 0,5 M NaOH

· bufor octanowy o pH 3,7: zmieszać równe objętości 0,1 M kwasu octowego i 0,01 M octanu sodu (sprawdzić pH buforu i w przypadku niezgodności dodać jednego ze składników)

bufor octanowy o pH 3,7 z 0,9%NaCl

· surowica krwi wieprzowej

3.11.2. Preparacja trypsyny z trzustek bydlęcych XE "trypsyna: preparacja z trzustek bydlęcych " 
Wilimowska-Pelc A., Mejbaum-Katzenellenbogen W. (1978) Anal. Biochem. 90, 816–820.

Zasada metody


Trypsyna jest proteinazą wydzielaną przez trzustkę w postaci nieaktywnego proenzymu – trypsynogenu. Proenzym ulega autoaktywacji lub jest aktywowany przez enterokinazę do trypsyny w dwunastnicy. Większość metod preparacji tego enzymu polega na ekstrakcji białek trzustki do 0,25 M kwasu siarkowego, a następnie ich frakcjonowaniu siarczanem (VI) amonu. Uzyskany enzym dodatkowo oczyszcza się metodą chromatografii powinowactwa na złożach z immobilizowanymi inhibitorami tego enzymu.


W opisanej metodzie wykorzystano do ekstrakcji białek trzustki 5% kwas trichlorooctowy, w którym trypsynogen XE "trypsynogen"  jest przez pewien okres czasu rozpuszczalny, po czym wytrąca się z ekstraktu w postaci osadu. Trypsynogen rozpuszczony w środowisku zasadowym w obecności CaCl2 ulega autoaktywacji do trypsyny.

Postępowanie

Uwaga! Preparację przeprowadzić w temp. 0–5ºC.

1.
Zamrożone trzustki bydlęce częściowo rozmrozić w temp. pokojowej, zmielić w młynku do mięsa i zmieszać z dwoma objętościami 5% kwasu trichlorooctowego (2 l /kg tkanki). Ekstrakcję prowadzić przez 1 godz. przy stałym mechanicznym mieszaniu. Następnie całość wirować przy około 3 000 obr./min.

2.
Płyn znad osadu szybko przesączyć przez bibułę filtracyjną lub podwójną warstwę flizeliny (najlepiej na lejku Büchnera pod pompą próżniową) i pozostawić na około 24 godz. Wypadający osad odwirować przy około 3 000 obr./min i zawiesić w 0,05 M HCl (50 ml/kg tkanki).

3.
Całość dializować do około 100 objętości 0,05 M HCl przez okres 24–48 godz.

4.
Opalizujący roztwór doprowadzić 0,1 M NaOH do pH 5,6. Wypadający osad usunąć przez wirowanie.

5.
Płyn doprowadzić do pH 8, dodać CaCl2 do końcowego stężenia 0,1 M, pozostawić na okres około 10 godz. Po tym czasie trypsynogen XE "trypsynogen"  aktywuje się do trypsyny.

Uzyskany roztwór enzymu dializować do 100 objętości 1 mM HCl i zliofilizować. 

Uwagi 

Z kilograma trzustki uzyskuje się około 1 g czystego enzymu.

Materiały i odczynniki

· zamrożone trzustki bydlęce

· 5% kwas trichlorooctowy
· 0,05 M HCl
· CaCl2
· 0,1 M NaOH

Zastosowanie chromatografii powinowactwa w preparatyce białek


W chromatografii powinowactwa (swoistej sorpcji XE "chromatografia: swoistej sorpcji" ) wykorzystuje się zdolność izolowanego związku do specyficznego rozpoznania i odwracalnego związania z ligandem immobilizowanym na nieruchomym nośniku (Rys. 3.13). Technika ta znalazła zastosowanie w badaniach podstawowych, preparatyce i analizie licznych związków biologicznych (enzymów, inhibitorów, przeciwciał, kwasów nukleinowych i in.) a nawet komórek czy fagów.


Wyróżnia się kilka technik chromatografii swoistej sorpcji XE "chromatografia: swoistej sorpcji"  białek, najważniejsze to: chromatografia biopowinowactwa XE "chromatografia: biopowinowactwa" , chromatografia powinowactwa hydrofobowego XE "chromatografia: powinowactwa hydrofobowego" , chromatografia kowalencyjna XE "chromatografia: kowalencyjna"  oraz chromatografia powinowactwa do jonów metali ciężkich (chelatująca XE "chromatografia: chelatująca" ).

W chromatografii biopowinowactwa XE "chromatografia: biopowinowactwa"  wykorzystuje się powinowactwo biologiczne oczyszczanego białka do unieruchomionego liganda (np. oddziaływanie enzym-inhibitor, antygen-przeciwciało, lektyna-glikoproteina).

Chromatografia powinowactwa hydrofobowego XE "chromatografia: powinowactwa hydrofobowego"  opiera się na oddziaływaniach hydrofobowych pomiędzy hydrofobowymi częściami cząsteczki białkowej a hydrofobowym adsorbentem.

W chromatografii powinowactwa do jonów metali ciężkich wykorzystuje się fakt tworzenia przez histydynę, cysteinę i tryptofan XE "tryptofan"  kompleksów z jonami metali ciężkich. Adsorbentem jest zwykle złoże Sepharose XE "Sepharose"  związane z ligandem o właściwościach chelatujących.

Chromatografia kowalencyjna XE "chromatografia: kowalencyjna"  (chemisorpcja) polega na tym, że związek izolowany wiąże się kowalencyjnie z nośnikiem poprzez tworzenie mostków disiarczkowych.


Stała dysocjacji kompleksu ligand XE "ligand" –izolowany związek powinna się zawierać w granicach od 10–4 do 10–8 M. Jeżeli jest większa od 10–4 M prawdopodobieństwo związania na kolumnie jest małe, natomiast gdy jest mniejsza od 10–8 M, to izolowany związek będzie trudno zwalniał się z kompleksu z ligandem.

Immobilizacja liganda


Pierwszym etapem procesu chromatograficznego jest immobilizacja XE "immobilizacja"  liganda, obejmująca aktywację złoża XE "aktywacja złoża"  i związanie z nim liganda. Powszechnie stosuje się immobilizację liganda na złożu poprzez wiązanie kowalencyjne, jonowe albo fizyczną adsorpcję. Poza tym można wykorzystywać sieciowanie odpowiednimi reagentami, bez użycia jakichkolwiek nośników, oraz pułapkowanie w żelu lub mikrokapsułkach, gdzie ligand XE "ligand"  pozostaje jedynie ograniczony półprzepuszczalną membraną polimerową.

Ligandami mogą być enzymy XE "enzymy" , inhibitory XE "enzymy: inhibitory" , antygeny, przeciwciała XE "przeciwciała" , lektyny XE "lektyny" , kwasy nukleinowe XE "kwasy nukleinowe" , witaminy, hormony XE "hormony"  a nawet całe komórki.


Aktywacja złoża XE "aktywacja złoża"  ma na celu przeprowadzenie wybranych grup obecnych na powierzchni nośnika (aminowych, karboksylowych, hydroksylowych lub sulfhydrylowych) w wysoce reaktywne pochodne zdolne do tworzenia wiązań z odpowiednimi grupami funkcyjnymi liganda (aminowymi, karboksylowymi, hydroksylowymi lub sulfhydrylowymi). W zależności od rodzaju aktywowanych grup nośnika (lub wysięgnika) oraz wyboru grup funkcyjnych liganda, przez które będzie związany, stosowanych jest wiele metod aktywacji złoża.


Najpowszechniej wykorzystywaną jest aktywacja grup hydroksylowych agarozy (lub innego nośnika, posiadającego na powierzchni grupy –OH) za pomocą bromocyjanu XE "aktywacja złoża: bromocyjanem"  (Rys. 3.14, rozdział 3.13.4.1). Inną metodą jest aktywacja złoża XE "aktywacja złoża"  za pomocą diwinylosulfonu (Rys. 3.15, rozdział 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 XE "aktywacja złoża: diwinylosulfonem (DVS)" .


Wydajność wiązania liganda z nośnikiem zależy od dostępności grup aktywnych nośnika, pH, temperatury, siły jonowej oraz stężenia liganda. Warunki immobilizacji powinny być tak dobrane, aby nie zdenaturować liganda i nie zasłaniać bądź nie eliminować grup, które mają uczestniczyć w oddziaływaniu z izolowanym związkiem.


Niekiedy, zwłaszcza w przypadku ligandów o niewielkich rozmiarach, aby uniknąć konfliktów sterycznych w oddziaływaniu z izolowanym związkiem, stosuje się kilkuwęglowe wysięgniki (grupy dystansowe, odstępniki) alifatyczne lub aromatyczne, na których będzie związany ligand XE "ligand"  (Rys. 3.13). Zwykle nie stosuje się wysięgników dłuższych niż sześciowęglowe. Wysięgniki przyłącza się do złoża w analogiczny sposób jak ligandy.
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Rys. 3.13 Schemat oddziaływań w chromatografii powinowactwa

Nośniki wykorzystywane w chromatografii powinowactwa powinny posiadać:

· budowę chemiczną zapewniającą im odporność i niezmienność właściwości fizykochemicznych w czasie immobilizacji i chromatografii, a więc powinny być niewrażliwe na zmiany pH, siły jonowej, detergenty XE "detergenty" , rozpuszczalniki organiczne,

· odpowiednie grupy chemiczne niezbędne do związania liganda,

· odpowiednią wielkość i porowatość ziaren, zapewniającą dużą powierzchnię do wiązania liganda a w trakcie rozdziału łatwy dostęp izolowanych cząsteczek o dużej masie do immobilizowanego liganda,

· odpowiednie właściwości hydrofobowe i hydrofilowe,

· dobre parametry przepływu, zapewniające szybki przepływ roztworów,

a ponadto powinny nie wykazywać zdolności do adsorpcji niespecyficznej, która może być powodem sterycznego blokowania liganda przez białka balastowe.


Najczęściej wykorzystywane nośniki w chromatografii powinowactwa białek to żele agarozowe: Sepharose XE "Sepharose"  4B, Sepharose 6B, AH-Sepharose 4B – (posiadająca 6-węglowodorowy wysięgnik zakończony grupą aminową), CH-Sepharose 4B (posiadająca 6-węglowy wysięgnik zakończony grupą karboksylową), Thiol-Sepharose (posiadającą glutationowy wysięgnik niezbędny w chromatografii kowalencyjnej). Często stosuje się także inne złoża będące polimerami cukrów (np. celuloza XE "celuloza" , Sephadex XE "Sephadex" ) lub akryloamidu. W chromatografii powinowactwa wykorzystuje się również nośniki nieorganiczne, np. krzemionkę i szkło porowate.

Przebieg procesu chromatograficznego


Klasyczną chromatografię powinowactwa, mającą na celu wyizolowanie pożądanego związku znajdującego się w mieszaninie, przeprowadza się na złożu upakowanym w kolumnie. Faza ruchoma może przepływać przez nią grawitacyjnie lub pod zwiększonym ciśnieniem (dzięki zastosowaniu pomp). W metodach analitycznych częściej wykorzystywana jest chromatografia wysokociśnieniowa (HPLC XE "HPLC" ).

Tradycyjna chromatografia powinowactwa przebiega kilkuetapowo i obejmuje:

· zrównoważenie złoża w warunkach, w których będzie prowadzona sorpcja

· selektywne związanie wydzielanego związku, komórek lub fagów w warunkach zapewniających interakcję z ligandem

odmycie niewiążących się substancji

· elucja roztworem obniżającym lub niwelującym oddziaływanie wydzielanego związku z ligandem

· regeneracja złoża


Zwolnienie materiału związanego na złożu następuje w wyniku zmiany pH, siły jonowej, temperatury, obniżenia polarności eluatu, jak również zastosowania konkurencyjnego związku silniej wiążącego się z ligandem albo izolowanym związkiem lub powodującym zmianę struktury białka (np. sole chaotropowe, chlorowodorek guanidyny lub mocznik).

Zastosowanie chromatografii powinowactwa


Chromatografia powinowactwa jest stosowana w preparatyce białek i peptydów występujących naturalnie, a także uzyskiwanych na drodze inżynierii genetycznej lub syntezy chemicznej. Stosując tę metodę, można również oddzielić białka zdenaturowane lub nieprawidłowo sfałdowane od tych, które posiadają właściwą strukturę zapewniającą im aktywność. Ponadto za pomocą chromatografii immunopowinowactwa XE "chromatografia: immunopowinowactwa"  (z zastosowaniem przeciwciał) można izolować i badać białka genetycznie spokrewnione.


Chromatografia powinowactwa ze względu na użyteczność, wynikającą z selektywności i dużej wydajności procesu izolacji, znalazła szerokie zastosowanie w różnych gałęziach przemysłu (farmaceutyczny, kosmetyczny, spożywczy).

Immobilizacja konkanawaliny A na Sepharose XE "Sepharose"  4B po aktywacji bromocyjanem XE "aktywacja złoża: bromocyjanem" 
March S.C., Parikh I., Cuatrecasas P. (1974) Anal. Biochem. 60, 149–152.

Zasada metody


Aktywacja złoża posiadającego na swojej powierzchni wolne grupy hydroksylowe umożliwia uzyskanie wysoce reaktywnych pochodnych karboiminowych zdolnych do reakcji z grupami aminowymi immobilizowanego liganda lub wysięgnika (Rys. 3.14). Reakcja wiązania liganda z Sepharose 4B jest najbardziej efektywna w granicach pH 8–10, kiedy większość wolnych grup aminowych liganda jest nieuprotonowana. Najczęściej stosuje się 0,2 M bufor węglanowy zawierający 0,5 M NaCl o pH 8,5–9,0. Obecność NaCl minimalizuje elektrostatyczne oddziaływania pomiędzy cząsteczkami białka.


Stężenie liganda nie może być za wysokie ze względu na powstające niespecyficzne oddziaływania pomiędzy cząsteczkami liganda i pomiędzy ligandem a nośnikiem. Dla białkowych ligandów poleca się stosować stężenie 5–10 mg białka /ml żelu.


Wiązanie zachodzi po około 2 godzinach w temp. pokojowej lub po około 20 godz. w temp. 0–5ºC. Korzystniejsze jest wiązanie w niskiej temperaturze przez dłuższy okres czasu.


Ponieważ nie wszystkie zaktywowane grupy nośnika ulegają połączeniu z ligandem należy je zablokować przez dodanie odczynników będących źródłem wolnych grup aminowych. Aby usunąć ligand XE "ligand"  związany niekowalencyjnie z nośnikiem, stosuje się przemywanie złoża dużymi objętościami buforów na przemian o pH kwaśnym i zasadowym, zawierających 0,5–1 M NaCl.
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Rys. 3.14 Aktywacja złoża bromocyjanem XE "aktywacja złoża: bromocyjanem"  i immobilizacja XE "trypsyna: immobilizacja" 

 XE "immobilizacja"  liganda

Postępowanie

1.
Do 1 objętości Sepharose 4B (odmytej wodą od czynników antybakteryjnych) dodać 1 objętość wody i 2 objętości 2 M węglanu sodu. Całość ustawić w łaźni lodowej na mieszadle magnetycznym i zawiesinę wolno mieszać pod dobrze działającym wyciągiem.
2.
Zwiększyć szybkość mieszania i dodać 0,05–0,1 objętości (w stosunku do zawiesiny nośnika) bromocyjanu rozpuszczonego uprzednio w acetonitrylu (2 g CNBr /ml). Mieszać intensywnie przez okres 1–2 minuty w temp. 4ºC. Następnie zawiesinę przenieść na lejek Büchnera, odsączyć i przemyć kolejno 5–10 objętościami: 0,1 M Na2CO3, wody i 0,1 M NaHCO3 (pH 8,0) lub innym buforem o pH 8,0 bez wolnych grup aminowych.

3.
Zaktywowany nośnik bezzwłocznie zawiesić w równej objętości buforu do immobilizacji, zawierającego 5–10 mg lektyny na 1 ml złoża i 0,1 M metyloglukozyd lub 0,1 M metylomannozyd. Wiązanie powinno zachodzić przez okres 16–20 godz. w 4ºC przy delikatnym mieszaniu.

4.
Nieprzereagowane grupy karboiminowe nośnika należy zablokować dodając glicyny do końcowego stężenia 1 M, po uprzednim odsączeniu Con A-Sepharose XE "Con A-Sepharose"  4B i przemyciu kilkoma objętościami 0,1 M NaHCO3.

5.
Nośnik z immobilizowaną lektyną przemyć intensywnie 5–10 objętościami 0,1 M NaHCO3, a następnie buforem, który będzie używany do chromatografii powinowactwa. W przypadku Con A bufory przemywające powinny zawierać jony metalu niezbędne do zachowania odpowiedniej konformacji lektyny XE "lektyny"  (CaCl2, MnCl2 i MgCl2 w stężeniu 1 mM).

6.
Con A-Sepharose XE "Con A-Sepharose"  4B należy przechowywać w 0,1 M buforze octanowym o pH 6, zawierającym 1 M NaCl i wymienione wyżej jony metalu w stężeniu 1 mM z dodatkiem 0,02% mertiolatu.

Materiały i odczynniki

· konkanawalina A (Con A)

· Sepharose 4B

· 2 M i 0,1 M węglan sodu

bromocyjan XE "bromocyjan"  rozpuszczony w acetonitrylu (2 g CNBr /ml) Uwaga! Trucizna!

· 0,1 M NaHCO3 (pH 8,0)

· 0,1 M metyloglukozyd lub 0,1 M metylomannozyd

· glicyna

· 1 M NaCl

· CaCl2, MnCl2 i MgCl2
· 0,1 M bufor octanowy, pH 6 zawierający 1 M NaCl oraz 1 mM CaCl2, MnCl2 i MgCl2
Immobilizacja trypsyny na Sepharose XE "Sepharose"  4B po aktywacji diwinylosulfonem XE "aktywacja złoża: diwinylosulfonem (DVS)" 
Pepper D.S. Practical Protein Chromatography. (Kenney, A., Powell, S. red.), Humana Press, Totowa, New Jersey 1992, 181-183.

Zasada metody


Aktywacja agarozowego złoża Sepharose XE "Sepharose"  4B (lub innego nośnika posiadającego na powierzchni wolne grupy hydroksylowe) za pomocą diwinylosulfonu (DVS) prowadzi do uzyskania wysoce reaktywnych pochodnych, do których mogą przyłączać się ligandy lub wysięgniki poprzez grupy aminowe, hydroksylowe lub sulfhydrylowe (Rys. 3.15). Dużą zaletą tej metody jest znacznie mniejsza toksyczność DVS w porównaniu z bromocyjanem XE "aktywacja złoża: bromocyjanem" . Niestety, w przypadku niektórych białek obserwuje się niższą wydajność wiązania na złożu niż w przypadku aktywacji bromocyjanem.


Ogólne zasady i warunki aktywacji nośnika diwinylosulfonem XE "aktywacja złoża: diwinylosulfonem (DVS)"  oraz immobilizacja XE "trypsyna: immobilizacja" 

 XE "immobilizacja"  białek tą metodą są analogiczne do metody z wykorzystaniem bromocyjanu, opisanej szczegółowo w rozdziale 3.13.4.1.

Postępowanie

1.
100 g przemytej wodą i odsączonej Sepharose 4B zawiesić w 250 ml 0,1 M węglanu sodu (pH ok. 11,0).

2.
Dodać (ciągle mieszając) 10 ml DVS i wytrząsać przez ok. 2 godz. w temp. pokojowej.

3.
Aktywowane złoże odsączyć i przemywać wodą na lejku Büchnera, aż pH przesączu spadnie do ok. 9,0, po czym zawiesić w równej objętości wody i doprowadzić pH do 7,0 za pomocą 1 M HCl (w tym stanie żel może być przechowywany ok. 1 roku).

4.
Złoże odsączyć, przemyć wodą, dodać do trypsyny rozpuszczonej w 0,05 M buforze boranowym o pH 9,0 z 0,02 M CaCl2 (w ilości 30 mg białka na 1 g żelu) i wytrząsać przez noc w temp. pokojowej.

5.
Złoże odsączyć, przemyć wodą i blokować aktywowane, niezwiązane z ligandem grupy nośnika przez dodanie równej objętości 0,1 M Tris-HCl, pH 8,0 z 0,02 M CaCl2 delikatnie mieszając przez 3 godziny. Tak przygotowane złoże jest gotowe do użycia.

6.
W przypadku dłuższego przechowywania złoża należy przemyć je kilkoma objętościami wody i 0,001 M HCl z 0,02 M CaCl2.
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Rys. 3.15 Aktywacja złoża diwinylosulfonem XE "aktywacja złoża: diwinylosulfonem (DVS)"  i immobilizacja XE "trypsyna: immobilizacja" 

 XE "immobilizacja"  liganda

Materiały i odczynniki

· Sepharose 4B

· trypsyna bydlęca

· diwinylosulfon (DVS)

· 0,1 M węglan sodu

0,05 M bufor boranowy, pH 9,0 z 0,02 M CaCl2
· 0,1 M Tris-HCl, pH 8,0 z 0,02 M CaCl2
· 0,001 M HCl z 0,02 M CaCl2

3.11.3. Wysokosprawna chromatografia cieczowa odwróconej fazy (RP-HPLC XE "RP-HPLC" )


HPLC XE "HPLC"  oznacza kolumnową wysokosprawną chromatografię cieczową. Nazwa tej metody rozdzielania i analizy związków jest akronimem angielskiego określenia High Performance Liquid Chromatography (wysokosprawna XE "chromatografia: wysokosprawna"  chromatografia cieczowa) lub High Pressure Liquid Chromatography (wysokociśnieniowa chromatografia cieczowa).

Zaletą tej metody jest wysoka rozdzielczość, skrócony czas rozdziału chromatograficznego i powtarzalność uzyskiwanych rozdziałów. Jest to związane z zastosowaniem odpowiednich drobnoziarnistych i porowatych złóż (wypełnień kolumny), cechujących się dużą wytrzymałością mechaniczną, będących najczęściej pochodnymi krzemionki oraz prowadzeniem chromatografii pod zwiększonym ciśnieniem, zwykle od 500 do 5 000 psi (psi – pound per square inch; 1 psi = 6,895103 Pa = 7,0310–2 atm = 51,74 mm Hg). Ziarna złóż stosowanych w HPLC XE "HPLC"  mają zwykle średnicę 3–10 μm (w klasycznej chromatografii 75–600 μm) i posiadają pory o średnicy 80–300 Å.


Technika HPLC XE "HPLC"  jest powszechnie wykorzystywana do rozdziału m.in. związków biologicznych w oparciu o chromatografie różnego typu: adsorpcyjną, podziałową, jonowymienną, hydrofobową, powinowactwa czy filtrację żelową. Rodzaj zastosowanej chromatografii jest związany z wyborem wypełnienia kolumny, na której jest prowadzony rozdział.


W zależności od właściwości polarnych fazy stacjonarnej (złoże, którym jest wypełniona kolumna) i fazy ruchomej (eluent przepływający przez kolumnę), możemy mówić o rozdziale chromatograficznym prowadzonym w normalnym lub odwróconym układzie faz. W pierwszym przypadku stosuje się polarne fazy stacjonarne i fazy ruchome o mniejszej od nich polarności. W odwróconym układzie faz, faza stacjonarna jest słabo polarna lub niepolarna, natomiast faza ruchoma jest od niej bardziej polarna.


W chromatografii w odwróconych fazach XE "chromatografia: w odwróconych fazach"  – RP-HPLC XE "RP-HPLC"  (ang. reversed phase HPLC XE "HPLC" ) – wykorzystuje się oddziaływania hydrofobowe XE "oddziaływania hydrofobowe"  rozdzielanych związków, np. peptydów czy białek, z hydrofobowymi ligandami (łańcuchy alkilowe zbudowane zwykle z 4–18 atomów węgla) znajdującymi się na powierzchni nośnika (najczęściej krzemionka).


Rozdział chromatograficzny można przeprowadzić dwiema metodami, stosując elucję izokratyczną lub gradientową. W czasie elucji izokratycznej XE "elucja izokratyczna "  skład fazy ruchomej nie ulega zmianie, natomiast w elucji gradientowej XE "elucja gradientowa "  w czasie trwania chromatografii skład eluentu zmienia się, a rozdział przebiega kilkuetapowo. Chromatografia rozpoczyna się od naniesienia mieszaniny rozdzielanych związków na kolumnę zrównoważoną polarną fazą ruchomą – dejonizowaną wodą z dodatkiem kwasu np. 0,1% roztwór TFA (kwasu trifluorooctowego) w wodzie lub buforem o niskiej sile jonowej i niskim pH, co sprzyja wielopunktowemu i silnemu związaniu rozdzielanych cząsteczek ze złożem. Po odmyciu niezadsorbowanych cząsteczek roztworem startowym, zwiększa się udział rozpuszczalnika niepolarnego (np. acetonitrylu) w fazie ruchomej, co powoduje zwolnienie (elucję) rozdzielanego związku, np. desorpcję białka ze złoża.

Poza wymienionym układem woda (czy dokładniej 0,1% roztwór TFA w wodzie) – acetonitryl, w RP-HPLC XE "RP-HPLC"  często stosuje się układ woda – metanol. Ponieważ zastosowanie niepolarnych odczynników organicznych może powodować zniszczenie struktur III- i IV-rzędowych białka i tym samym utratę aktywności np. przez enzymy, RP-HPLC XE "HPLC"  najczęściej stosuje się do rozdziału peptydów, w przypadku których rozpuszczalniki organiczne nie powodują istotnych zmian strukturalnych.


Analizy HPLC XE "HPLC"  prowadzi się za pomocą kilkuskładnikowych systemów zwanych chromatografami cieczowymi (Rys. 3.16). W ich skład wchodzą:

· jednostka sterująca pracą systemu (w niektórych modelach jej funkcję pełni komputer, który steruje układem wykorzystując odpowiednie oprogramowanie)

· kolumna, na której prowadzimy rozdział, niekiedy umieszczona w termostatowanym płaszczu grzejnym, zapewniającym odpowiednią temperaturę rozdziału, czasami wyższą niż temperatura otoczenia

· pompy wysokociśnieniowe podające na kolumnę roztwory fazy ruchomej o odpowiednim składzie, ilości i pod odpowiednim ciśnieniem

mieszalnik, w którym następuje dokładne wymieszanie składników fazy ruchomej

· pętla dozownika prób (ang. injector) zwykle o objętości od 10 μl do 10 ml, do której za pomocą strzykawki nanosimy odpowiednią objętość próbki

· detektor umożliwiający analizę związków eluujących się z kolumny

Niekiedy w skład systemu HPLC XE "HPLC"  wchodzą także:

· filtr przedkolumnowy lub przedkolumna (prekolumna), zatrzymujące zanieczyszczenia obecne w eluencie lub rozdzielanej próbce, chroniące kolumnę przed zniszczeniem lub szybkim zużyciem

· automatyczny podajnik prób (autosampler), zastępujący ręczne nastrzykiwanie prób na kolumnę

· kolektor frakcji
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Rys. 3.16 Schemat systemu HPLC XE "HPLC" 
Kolorem szarym zaznaczono elementy systemu, które nie są konieczne do przeprowadzenia rozdziału w HPLC XE "HPLC" ; strzałki w kolorze czarnym wskazują kierunek przepływu eluentu w systemie HPLC.


Faza ruchoma może składać się z jednego rozpuszczalnika lub mieszaniny kilku rozpuszczalników. Roztwory (eluenty) stosowane w HPLC XE "HPLC"  powinny być bardzo czyste, przeznaczone specjalnie do chromatografii – jakości „HPLC grade”. W przypadku samodzielnego sporządzania eluentów, powinny być przesączone przez filtr o średnicy porów 0,22 μm. Przy wyborze składu fazy ruchomej należy wziąć pod uwagę rodzaj rozdzielanych cząsteczek, rodzaj nośnika, którym została wypełniona kolumna i typ detekcji.


Przed przystąpieniem do rozdziału chromatograficznego wszystkie roztwory powinny być odgazowane. Odpowietrzenie roztworów jest warunkiem właściwego rozdziału, ponieważ zapobiega powstawaniu pęcherzyków gazu, które mogą powodować niewłaściwą pracę pomp (pompa tłocząca powietrze nie tłoczy roztworu, co przyczynia się do niewłaściwego składu lub ilości fazy ruchomej), „zatkanie” kapilar, którymi przepływają roztwory lub zapowietrzenie kolumny. Pęcherzyki gazu mogą także zakłócać lub uniemożliwiać detekcję, zwłaszcza w przypadku detektorów z małymi komórkami pomiarowymi. Ponadto tlen może powodować wygaszanie sygnałów w przypadku zastosowania detektora fluorescencyjnego. Roztwory można odpowietrzać przez przedmuchanie obojętnym gazem (najczęściej helem), za pomocą ultradźwięków (sonikacja), przez zastosowanie urządzenia umieszczonego pomiędzy rezerwuarem eluentu i pompą, wykorzystującego dyfuzję gazów przez mikroporowate ścianki przewodów teflonowych, przez ogrzanie eluentu (pod chłodnicą zwrotną) do temperatury zbliżonej do jego temperatury wrzenia, pod próżnią.


W HPLC XE "HPLC"  zwykle są stosowane kolumny wykonane ze stali nierdzewnej, rzadziej ze szkła i polimerów, wypełnione różnymi złożami w zależności od wyboru rodzaju chromatografii. Większość nośników jest zbudowana z krzemionki posiadającej na powierzchni związane łańcuchy alkilowe lub łańcuchy alkilowe zakończone odpowiednimi grupami funkcyjnymi.


Powszechnie wykorzystywanym nośnikiem w RP-HPLC XE "RP-HPLC"  są złoża silikonowe (krzemionkowe) z 18-węglowymi (oktadecylowymi) ligandami związanymi na powierzchni (Rys. 3.17). Przykładem kolumny z takim wypełnieniem jest kolumna Nucleosil-300 C-18 (10 μm, 1504,6 mm) wykorzystywana do oczyszczania BPTI XE "BPTI"  (rozdział 3.13.6). Jest to kolumna analityczna wypełniona złożem Nucleosil ze związanymi na powierzchni 18-węglowymi łańcuchami, o wielkości ziarna 10 μm, porowatości 300 Å i wymiarach 1504,6 mm.
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Rys. 3.17 Schemat budowy złoża krzemionkowego typu C-18

Innym przykładem kolumny typu C-18 jest kolumna AccQ(Tag C-18 (4 (m, 1503,9 mm) wykorzystywana do analizy składu aminokwasowego (rozdział 3.14.4).


Poza silnie niepolarnymi złożami typu C-18, stosuje się złoża z ligandami o krótszych łańcuchach węglowych i wyższej polarności: C-8, C-4 i C-2. Tego typu fazy stacjonarne można wykorzystywać do rozdziału związków wielkocząsteczkowych.


Próbę zawierającą rozdzielaną mieszaninę nanosimy na zrównoważoną kolumnę do pętli za pomocą strzykawki z tępo zakończoną igłą lub za pomocą automatycznego podajnika prób (autosamplera).


Eluat po opuszczeniu kolumny jest kierowany do detektora, gdzie jest analizowany. W zależności od potrzeb i właściwości fizykochemicznych cząsteczek rozdzielanych w HPLC XE "HPLC"  (w chromatografiach różnego typu) możemy stosować różnego rodzaju detektory:

· absorpcji promieniowania UV/VIS mierzące absorbancję eluatu przy jednej długości fali

· absorpcji promieniowania UV/VIS, w których długość fali światła, jakie może być absorbowane przez wykrywaną substancję, jest zmieniana skokowo, umożliwiając detekcję różnych związków

· absorpcji promieniowania UV z płynną regulacją długości fali w całym zakresie ultrafioletu, umożliwiające po zatrzymaniu przepływu analizowanego eluatu rejestrację widma absorpcji badanego związku

· fluorescencyjny, mierzący intensywność światła emitowanego przez związek zdolny do fluorescencji

· refraktometryczny, mierzący różnicę współczynnika załamania światła samego eluentu i eluentu, w którym jest rozpuszczony analizowany związek

· elektrochemiczny wykorzystywany do wykrywania związków organicznych i nieorganicznych podlegającym reakcjom elektrochemicznego utlenienia i redukcji

· konduktometryczny, mierzący przewodnictwo eluatu

· pH-metryczny

· radiometryczny

· spektrometr mas


Zarejestrowana w czasie trwania rozdziału chromatograficznego zmiana absorbancji eluatu (profil elucji) nazywana jest chromatogramem XE "chromatogram" , natomiast czas, po którym dany związek wypływa z kolumny to czas retencji XE "czas retencji"  (Rt). Ilościowe oznaczanie rozdzielanych związków oparte jest na pomiarze powierzchni pól poszczególnych szczytów profilu elucyjnego.


Chromatografia w odwróconych fazach XE "chromatografia: w odwróconych fazach"  HPLC XE "HPLC"  znalazła szerokie zastosowanie m.in. w analizie i oczyszczaniu białek. Jest powszechnie wykorzystywana do następujących celów:

· oczyszczanie białek i peptydów,

· analiza składu aminokwasowego,

· identyfikacja aminokwasów w analizie sekwencyjnej białek z wykorzystaniem np. degradacji Edmana,

· w połączeniu ze spektrometrią masową znajduje zastosowanie w proteomice, pozwalając np. na identyfikację miejsc glikozylacji białka.

3.11.4. Preparacja zasadowego inhibitora trypsyny z płuc bydlęcych (BPTI XE "BPTI" )

Wilusz T., Łomako J., Mejbaum-Katzenellenbogen W. (1973) Acta Biochim. Polon. 20, 25-31.


BPTI XE "BPTI"  (ang. bovine pancreatic trypsin inhibitor), znany także pod nazwą aprotynina, występuje w organach bydlęcych: płucach, trzustce i śliniankach przyusznych oraz innych organach i tkankach, szczególnie tych bogatych w komórki tuczne. Ponadto wydzielono inhibitory XE "enzymy: inhibitory"  homologiczne do BPTI m.in. z surowicy, siary, śledziony i przysadki mózgowej przeżuwaczy. Inhibitor ten jest zaliczany do rodziny inhibitorów proteaz serynowych typu Kunitza.


BPTI XE "BPTI"  jest zbudowany z 58 aminokwasów (masa cząsteczkowa – 6 512 Da), jest silnie zasadowy (pI wynosi 10,5) i bardzo odporny na ekstremalne warunki środowiska np. nie traci aktywności w czasie krótkiego gotowania w rozcieńczonych kwasach lub w czasie inkubacji w 2,5% TCA w temp. 80ºC. Jest stabilny w wysokim pH, natomiast do inaktywacji dochodzi jedynie w pH o wartości powyżej pI.


BPTI XE "BPTI"  jest kompetycyjnym inhibitorem licznych proteaz serynowych, wśród których najsilniejsze kompleksy tworzy z bydlęcą (-trypsyną (Ka XE "Ka"  = 1,21013 M–1) i bydlęcą (-chymotrypsyną (Ka = 1,1108 M–1), a także z ludzkimi enzymami: (-plazminą (Ka = 5,3109 M–1) i kalikreiną osoczową (Ka = 5,7107 M–1).

Dzięki swoim właściwościom inhibitorowym BPTI XE "BPTI"  znalazł zastosowanie kliniczne. Pod nazwą handlową TRASKOLAN XE "Traskolan"  stosowany jest m.in. w ostrym zapaleniu trzustki, w zapaleniu otrzewnej z zagrożeniem perforacji i wstrząsu septycznego, w krwotokach pooperacyjnych.

Zasada metody


Przedstawiona poniżej metoda preparacji BPTI XE "BPTI"  z płuc bydlęcych obejmuje kilka etapów, wśród których kluczowym jest chromatografia powinowactwa na Sepharose XE "Sepharose"  4B z immobilizowaną trypsyną. Na uwagę zasługuje również etap wytrącenia białek balastowych za pomocą TCA. Z uwagi na niewielkie rozmiary cząsteczki i wyjątkową stabilność, BPTI w tych warunkach pozostaje rozpuszczony w supernatancie, nie tracąc swojej aktywności.


W czasie chromatografii powinowactwa wykorzystuje się fakt, iż BPTI XE "BPTI"  jest silnym inhibitorem kompetycyjnym trypsyny i łączy się z tym enzymem w sposób podobny do substratu. Główną powierzchnię kontaktu inhibitora z enzymem tworzy pętla wiążąca proteinazę, zawierająca resztę Lys15 inhibitora idealnie dopasowaną do kieszeni wiążącej substrat w cząsteczce enzymu.

Postępowanie

1.
Ekstrakcja inhibitora. 100 g zmielonych płuc bydlęcych ekstrahować 300 ml 0,2 M HCl przez godzinę w temp. pokojowej, używając mieszadła mechanicznego. Pod koniec ekstrakcji dodać 20 g NaCl i ekstrahować około 30 minut, ciągle mieszając. Preparat przesączyć przez gazę, tetrę lub gęste sito, po czym wirować 30 minut przy około 5 000 obr./min. Zmierzyć objętość supernatantu, pozostawić 1–2 ml supernatantu do oznaczania białka i aktywności antytrypsynowej. Próbkę zamrozić (PREPARAT 1).
2.
Wysalanie białek siarczanem (VI) amonu. Białko wyciągu (supernatantu) wysolić siarczanem (VI) amonu przy nasyceniu 0,9. Sól dodawać porcjami w ilości 65 g na 100 ml wyciągu przy stałym mieszaniu. Preparat pozostawić w temp. 4ºC przez 2–12 godz. Wysolone białko odwirować w ciągu 20 minut przy około 8 000 obr./min. Osad zawiesić w 30–40 ml wody i ponownie odwirować. Zebrać supernatant, zmierzyć objętość i pozostawić ok. 1–2 ml preparatu do oznaczania białka oraz aktywności antytrypsynowej (PREPARAT 2).

3.
Wytrącanie białek balastowych za pomocą TCA. Białka balastowe wytrącić, dodając do supernatantu 20% TCA (w/v) do końcowego stężenia 4%. Pozostawić w lodówce na co najmniej godzinę (preparat może być przechowywany w tej postaci kilka dni). Preparat wirować 15 minut przy około 9 000 obr./min. Osad odrzucić, natomiast supernatant doprowadzić do pH 7,5 za pomocą 1 M NaOH. Zmierzyć objętość, oznaczyć białko i aktywność antytrypsynową (PREPARAT 3).

4.
Chromatografia powinowactwa (zasadę metody omówiono w rozdziale 3.13.4).
a.
Preparat BPTI nanieść na kolumnę o wymiarach 7020 mm, upakowaną złożem Sepharose 4B z immobilizowaną trypsyną, zrównoważoną 0,05 M buforem Tris-HCl o pH 7,5 (nanoszenie preparatu i przemywanie kolejnymi eluentami przeprowadzić z szybkością przepływu 1–2 ml/min). Eluat uzyskiwany w czasie nanoszenia preparatu zebrać do zlewki i zachować do obliczenia bilansu.

b.
Po naniesieniu preparatu odmyć kolumnę od niezaadsorbowanego białka (w tym także od nadmiaru inhibitora), przemywając złoże 0,05 M buforem Tris-HCl o pH 7,5, z 0,5 M NaCl, aż do zaniku absorpcji eluatu przy 280 nm (A280 < 0,02). Eluat połączyć z zebraną wcześniej frakcją nieadsorbującą się. Zmierzyć objętość, oznaczyć białko i aktywność antytrypsynową.

c.
Kolumnę bardzo dokładnie odmyć wodą w celu usunięcia buforu Tris-HCl i NaCl, sprawdzając obecność jonów chlorkowych w wypływie w reakcji strąceniowej z 0,01 M AgNO3.

d.
Białko z kolumny eluować roztworem 0,01 M HCl zawierającym 0,25 M NaCl, zbierając frakcje o objętości 3 ml, których A280 > 0,05. Frakcje zawierające białko połączyć, zmierzyć objętość, oznaczyć białko i aktywność antytrypsynową (PREPARAT 4). Preparat BPTI zliofilizować.

5.
HPLC w układzie odwróconych faz (zasadę metody omówiono w rozdziale 3.13.5). Liofilizat preparatu BPTI rozpuścić w 3 ml wody i przesączyć przez filtr 0,22 (m. Nastrzyknąć 1 ml preparatu na kolumnę Nucleosil-300 C-18 (10 μm, 1504,6 mm) zrównoważoną 0,1% TFA. Po 5 minutach nanoszenia preparatu w warunkach początkowych, prowadzić rozdział zaadsorbowanych białek w liniowym gradiencie acetonitrylu (1%/min) w 0,1% TFA. Zebrane próbki wysuszyć w wyparce próżniowej. Następnie próbki rozpuścić w 0,5–1 ml wody i oznaczyć w nich białko oraz aktywność antytrypsynową (PREPARAT 5).

6.
W preparatach uzyskiwanych na poszczególnych etapach preparacji oznaczyć aktywność antytrypsynową metodą Erlangera (rozdział 4.5.3) oraz białko (w PREPARATACH 1–3 metodą mikrobiuretową – rozdział 3.10.3.1, w pozostałych mierząc A280 i stosując właściwy współczynnik absorpcji XE "właściwy współczynnik absorpcji, a"  dla BPTI XE "BPTI"  wynoszący 0,83).

7.
Sporządzić bilans przeprowadzonej preparacji i wypełnić poniższą tabelę, przyjmując za 1 jednostkę antytrypsynową (J) taką ilość inhibitora, która hamuje 1 (g trypsyny.
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8.
Oznaczyć skład aminokwasowy białka z frakcji uzyskanej w RP-HPLC, charakteryzującej się najwyższą aktywnością właściwą (rozdział 3.14.4).

Materiały i odczynniki

· płuca bydlęce

· trypsyna immobilizowana na Sepharose 4B (rozdział 3.13.4.2)

· kolumna Nucleosil-300 C-18 (10 μm, 1504,6 mm) firmy Knauer

· NaCl

· siarczan (VI) amonu

· 0,2 M HCl

· 0,01 M HCl z 0,25 M NaCl

· 1 M NaOH

· 20% TCA

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

· 0,05 M Tris-HCl, pH 7,5 z 0,5 M NaCl
· 0,01 M AgNO3

3.12. Analiza składu aminokwasowego białek XE "skład aminokwasowy białek " 

Analiza składu aminokwasowego jest powszechnie wykorzystywaną metodą identyfikacji i ilościowego oznaczania wolnych aminokwasów pochodzenia biologicznego lub innego oraz użytecznym narzędziem pomocnym w oznaczaniu struktury pierwszorzędowej białek i peptydów.


W przypadku białek i peptydów pierwszym etapem analizy składu aminokwasowego jest hydroliza wiązań peptydowych XE "hydroliza wiązań peptydowych" , dzięki której uzyskujemy mieszaninę wolnych aminokwasów.

3.12.1. Hydroliza wiązań peptydowych  XE "wiązanie peptydowe: hydroliza" 

Ze względu na wysoką czułość metod oznaczania składu aminokwasowego (rzędu co najmniej pikomoli) wszystkie odczynniki oraz probówki, w których prowadzona jest hydroliza, powinny być najwyższej jakości. Zanieczyszczenia pochodzące, np. z niedostatecznej czystości probówek, kurzu, talku z rękawiczek, odcisków palców czy dymu papierosowego mogą fałszować oznaczenia, zawyżając poziom Ser czy Gly w porównaniu z faktyczną ilością tych aminokwasów w próbie, a także może być powodem dużej zawartości amoniaku w próbie. Zanieczyszczenia obecne w analizowanej próbie mogą pochodzić także z resztek składników buforów, soli itp. obecnych w roztworze białka przeznaczonego do hydrolizy. Szczególnie niekorzystna jest obecność związków zawierających azot, np. posiadających grupy aminowe. Aby wykluczyć wpływ zanieczyszczeń na poziom oznaczanych aminokwasów, poza zastosowaniem najwyższych środków ostrożności przy sporządzaniu prób, używa się probówek wykonanych z wysokiej jakości szkła o niskiej rozszerzalności cieplnej (Pyrex), dodatkowo przemywając je stężonymi roztworami kwasów i następnie susząc lub poddając pirolizie w temp. 500ºC w ciągu kilku godzin.


Hydrolizę wiązań peptydowych można wykonać chemicznie, używając stężonych kwasów lub zasad, albo enzymatycznie.


Hydrolizę kwasową XE "hydroliza wiązań peptydowych: hydroliza kwasowa "  przeprowadza się zwykle w stężonym roztworze HCl, H2SO4 lub mieszaninie HCl/HCOOH (88–90%) w stosunku 1:1. Standardowo hydrolizę kwasową prowadzi się w 6 M HCl (o stałej temp. wrzenia) z 0,1% fenolem w temp. 110ºC w czasie 24 godz. Po zakończeniu hydrolizy próbki odparowuje się.


Stosuje się dwie strategie prowadzenia hydrolizy:

· w roztworze: białko rozpuszcza się w w/w roztworze kwasu solnego, a następnie probówkę odpowietrza się, zatapia i inkubuje w warunkach opisanych powyżej.

· w parach HCl, wykorzystując np. hydrolizator białkowy, gdzie roztwór HCl umieszczany jest w szczelnie zamkniętym naczyniu zawierającym próbki białka w otwartych probówkach, które następnie jest odpowietrzane i podgrzewane, w wyniku czego wysyca się parami HCl.

Zastosowanie drugiego sposobu hydrolizy jest korzystniejsze, ponieważ zmniejsza się udział ewentualnych zanieczyszczeń w próbie. W czasie hydrolizy kwasowej dochodzi do deaminacji Asn i Gln (odpowiednio powstają Asp i Glu), całkowitemu rozkładowi ulega Trp, częściowo Ser i Thr oraz Cys, ponadto hydroliza wiązań peptydowych XE "hydroliza wiązań peptydowych"  tworzonych przez Val, Ile czy Leu (np. Val–Leu, Ile–Ile, Ile–Val itp.) może zachodzić z mniejszą wydajnością. Aby zapobiec utlenianiu reszt aminokwasowych (np. Met) w czasie hydrolizy białka, hydrolizę przeprowadza się w próżni. Wymienionym powyżej modyfikacjom można zapobiegać dodając do kwasu solnego odpowiednich odczynników np. dodatek fenolu zapobiega fluorowcowaniu tyrozyny, a rozkładowi tryptofanu można zapobiec prowadząc hydrolizę w obecności kwasu tioglikolowego. Aby zwiększyć wydajność hydrolizy wiązań tworzonych przez Val, Ile i Leu wydłuża się czas hydrolizy do 48 czy 72 godz.


Kolejnym rodzajem hydrolizy, wykorzystywanym w uzupełnieniu do hydrolizy kwasowej jest hydroliza zasadowa (alkaliczna) XE "hydroliza wiązań peptydowych: hydroliza zasadowa (alkaliczna)" . Przeprowadza się ją najczęściej w obecności: NaOH, KOH lub Ba(OH)2. Ten rodzaj hydrolizy powoduje racemizację oraz całkowitą lub częściową destrukcję wielu aminokwasów m.in. Arg, Cys, Thr, Ser oraz deaminację innych. Zaletą hydrolizy zasadowej jest możliwość oznaczenia tryptofanu. Standardowo hydrolizę alkaliczną prowadzi się w obecności 2–4 M NaOH w temp. 100ºC w czasie 4–8 godz.


W hydrolizie enzymatycznej XE "hydroliza wiązań peptydowych: hydroliza enzymatyczna "  wykorzystuje się różnego typu enzymy proteolityczne (np. subtylizyna, pronaza). Jej wadami są trudności w znalezieniu enzymu o szerokiej specyficzności, dzięki której byłaby możliwa całkowita hydroliza analizowanego białka, zanieczyszczenia aminokwasowe, będące wynikiem autodegradacji stosowanego enzymu oraz czas trwania hydrolizy (kilka dni).

3.12.2. Derywatyzacja aminokwasów


Bezpośrednia detekcja i oznaczenie ilościowe aminokwasów są trudne, dlatego też przeprowadza się ich derywatyzację, czyli chemiczną modyfikację (głównie grup aminowych), dzięki której uzyskuje się pochodne charakteryzujące się niskim progiem detekcji, które – w zależności od ich rodzaju – można oznaczać mierząc fluorescencję albo absorbancję światła w zakresie widzialnym (analiza kolorymetryczna) lub UV. Derywatyzacja może być przeprowadzana przed rozdziałem chromatograficznym hydrolizatu białka (derywatyzacja przedkolumnowa XE "derywatyzacja aminokwasów: przedkolumnowa" ) lub po rozdziale chromatograficznym (derywatyzacja pokolumnowa XE "derywatyzacja aminokwasów: pokolumnowa" ). Poniżej przedstawiono najczęściej stosowane sposoby derywatyzacji aminokwasów.

3.12.2.1. Metoda ninhydrynowa XE "derywatyzacja aminokwasów: metoda: ninhydrynowa " 

Reakcja aminokwasów z ninhydryną jest często wykorzystywaną modyfikacją pokolumnową, czyli taką, która jest wykonywana po wcześniejszym chromatograficznym rozdziale aminokwasów. Przebieg reakcji szczegółowo przedstawiono w rozdziale 2.6.1.

Produkty reakcji aminokwasów z ninhydryną monitoruje się przy 570 nm (wszystkie aminokwasy z wyjątkiem proliny tworzą pochodne o zabarwieniu fioletowoniebieskim) oraz przy 440 nm (dla pochodnej proliny).

Próg detekcji dla większości aminokwasów wynosi 10 pmoli, dla proliny – 50 pmoli.

3.12.2.2. Modyfikacja chemiczna z wykorzystaniem aldehydu o-ftalowego XE "derywatyzacja aminokwasów: z wykorzystaniem aldehydu o-ftalowego" 

Aldehyd o-ftalowy (OPA XE "OPA" 

 XE "odczynnik: OPA" )  XE "aldehyd o-ftalowy (OPA)" reaguje z pierwszorzędowymi grupami aminowymi w obecności związków tiolowych (N-acetylo-L-cysteina, 2-merkaptoetanol), tworząc wysoce fluoryzujące pochodne izoindolowe (rozdział 2.6.3, Rys. 2.11). Prolina (iminokwas) reaguje z OPA po utlenieniu np. podchlorynem sodu. Fluorescencję uzyskanych pochodnych monitoruje się przy 450 nm po wzbudzeniu przy 348 nm.

Próg detekcji dla aminokwasów derywatyzowanych OPA XE "OPA"  wynosi kilkadziesiąt pikomoli.

Metoda ta jest najczęściej wykorzystywana do derywatyzacji pokolumnowej; możliwa jest również derywatyzacja przedkolumnowa XE "derywatyzacja aminokwasów: przedkolumnowa"  z wykorzystaniem OPA XE "OPA" .

Metoda AccQ•Tag XE "derywatyzacja aminokwasów: metoda: AccQ•Tag " 

 XE "AccQ•Tag" 
Cohen S.A., Michaud D.P. (1993) Anal. Biochem. 211, 279–287.


Metoda AccQ•Tag XE "AccQ•Tag"  jest wykorzystywana do derywatyzacji przedkolumnowej i opiera się na reakcji w środowisku zasadowym (bufor boranowy) pierwszo- i drugorzędowych grup aminowych i karbaminianu 6-aminochinolino-N-hydroksybursztynyloimidu (AQC XE "AQC" ), w wyniku czego powstają wysoce stabilne (tydzień w temp. pokojowej) pochodne mocznikowe aminokwasów (Rys. 3.18), fluoryzujące przy 395 nm po wzbudzeniu przy 250 nm. Dla wszystkich aminokwasów derywatyzacja przebiega w ciągu minuty w temp. pokojowej; żeby uzyskać odpowiednią pochodną tyrozyny, próbkę dodatkowo inkubuje się w temp. 55ºC przez 10 minut.

Próg detekcji dla aminokwasów derywatyzowanych tą metodą wynosi 40–320 femtomoli, z wyjątkiem cysteiny – 800 femtomoli. Pochodne aminokwasów można również monitorować mierząc ich absorbancję przy 254 nm, jednak ten typ detekcji jest 10–100 razy mniej czuły niż fluorescencja.
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Rys. 3.18 Modyfikacja aminokwasów metodą AccQ•Tag XE "AccQ•Tag" 
W czasie derywatyzacji nadmiar reagentu hydrolizuje do 6-aminochinoliny (AMQ), N-hydroksybursztynyloimidu i dwutlenku węgla (Rys. 3.19).
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Rys. 3.19 Hydroliza AQC XE "AQC" 
Przedkolumnowa derywatyzacja z wykorzystaniem fenyloizotiocyjanianu XE "derywatyzacja aminokwasów: z wykorzystaniem fenyloizotiocyjanianu" 

Fenyloizotiocyjanian (PITC XE "PITC" ) reaguje z grupami aminowymi tworząc pochodne fenylotiokarbamoilowe – PTC-aminokwasy (Rys. 3.20), które można monitorować mierząc absorbancję przy 245 nm. Metoda znakowania aminokwasów przy pomocy PITC jest wykorzystywana także w degradacji Edmana.

Próg detekcji dla większości aminokwasów zmodyfikowanych tą metodą wynosi 1 pmol.
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Rys. 3.20 Modyfikacja aminokwasów z wykorzystaniem fenyloizotiocyjanianu XE "derywatyzacja aminokwasów: z wykorzystaniem fenyloizotiocyjanianu"  (PITC XE "PITC" )

3.12.2.3. Metoda dinitrofenylowania XE "derywatyzacja aminokwasów: metoda: dinitrofenylowania " 

FDNB XE "FDNB"  (1-fluoro-2,4-dinitrobenzen) reaguje w środowisku zasadowym z grupami aminowymi (a także z grupami –SH cysteiny, –OH tyrozyny i pierścieniem imidazolowym histydyny), tworząc dinitrofenylowe pochodne aminokwasów – DNP-aminokwasy (Rys. 3.21) o żółtej barwie, które można monitorować spektrofotometrycznie przy 435 nm.

Próg detekcji aminokwasów derywatyzowanych tą metodą wynosi 10–100 nmoli.
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Rys. 3.21 Modyfikacja aminokwasów  z wykorzystaniem 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenu (FDNB XE "FDNB" )

3.12.2.4. Metoda dansylowania XE "derywatyzacja aminokwasów: metoda: dansylowania " 

Chlorek dansylu (DNS – chlorek 1-dimetylaminonaftyleno-5-sulfonylu) reaguje z grupami aminowymi tworząc pochodne dansylowe – DNS-aminokwasy (Rys. 3.22), charakteryzujące się silną fluorescencją przy 470 nm po wzbudzeniu przy 330 nm. Pochodne dansylowe aminokwasów można także monitorować mierząc ich absorbancję przy 254 nm.

Próg detekcji aminokwasów derywatyzowanych tą metodą wynosi 0,1–1 nmoli.
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Rys. 3.22 Modyfikacja chemiczna z wykorzystaniem chlorku dansylu (DNS) XE "chlorek dansylu (DNS) " 

 XE "derywatyzacja aminokwasów" \r "derywatyzacja" 
3.12.3. Identyfikacja i ilościowe oznaczanie XE "aminokwasy: oznaczanie"  aminokwasów w hydrolizacie


Integralną częścią analizy składów aminokwasowych jest rozdział aminokwasów obecnych w hydrolizacie różnymi metodami chromatograficznymi. Najczęściej wykorzystuje się chromatografię jonowymienną (na kolumnie wypełnionej np. sulfonowaną żywicą polistyrenową – Dowex-50 XE "Dowex-50" ) lub HPLC XE "HPLC"  w układzie odwróconych faz (złoża z wysięgnikami C-18).


W identyfikacji i ilościowym oznaczeniu aminokwasów w badanej próbce pomocny jest chromatograficzny rozdział standardu aminokwasów (wykonany w takich samych warunkach jak rozdział hydrolizatu), zawierającego mieszaninę aminokwasów o znanym składzie i stężeniu. Po zakończeniu rozdziału chromatograficznego analizowanej próbki przeprowadzamy integrację chromatogramu, dzięki czemu wyznaczamy czasy retencji poszczególnych aminokwasów oraz pola powierzchni pod szczytami chromatograficznymi. Poszczególne aminokwasy identyfikujemy przez porównanie czasów retencji szczytów chromatograficznych badanej próbki z czasami retencji aminokwasów obecnych w standardzie. Chcąc zidentyfikować obecny w próbce aminokwas niestandardowy (np. aminokwas fosforylowany, hydroksyaminokwas) lub chemicznie zmodyfikowany (np. cysteina XE "cysteina"  utleniona do kwasu cysteinowego), musimy dołączyć go do zestawu aminokwasów obecnych w standardzie i tak dobrać warunki rozdziału chromatograficznego, żeby szczyt chromatograficzny, w którym wypływa ten aminokwas, był dobrze oddzielony od pozostałych szczytów.


Ilość poszczególnych aminokwasów w badanej próbce możemy obliczyć z proporcji, znając ilość danego aminokwasu w standardzie i odpowiadające mu pole powierzchni pod szczytem oraz pola powierzchni pod szczytami aminokwasów analizowanych.

Przykład


Peptyd o nieznanej sekwencji i składzie aminokwasowym poddano hydrolizie kwasowej. Uzyskany hydrolizat, po derywatyzacji metodą AccQ•Tag XE "AccQ•Tag" , poddano rozdziałowi chromatograficznemu. W analogicznych warunkach przeprowadzono rozdział standardu aminokwasowego.

standard aminokwasów
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Obydwa chromatogramy poddano integracji, dzięki czemu oznaczono czasy retencji, wysokość i pola powierzchni szczytów chromatograficznych, odpowiadających aminokwasom. Porównując czasy retencji szczytów pochodzących od aminokwasów obecnych w standardzie i analizowanym peptydzie, zidentyfikowano poszczególne aminokwasy XE "aminokwasy"  w hydrolizacie (szczyt o czasie retencji 9 minut i 40 sekund odpowiada amoniakowi; nie uwzględniono go w tabeli).

	STANDARD AMINOKWASÓW
	
	ANALIZOWANA PRÓBKA

	aminokwas
	czas

retencji

[min:s]
	wysokość

szczytu

[mV]
	pole

szczytu

[mVs]
	ilość

pmoli
	
	aminokwas
	czas

retencji

[min:s]
	wysokość

szczytu

[mV]
	pole

szczytu

[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/Gln
	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
	
	
	
	
	

	Lys
	23:35
	50,655
	731,009
	100
	
	Lys
	0:23:33
	36,850
	723,428

	Ile
	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



Następnie z odpowiedniej proporcji, uwzględniającej pola szczytów, wyliczano ilość poszczególnych aminokwasów obecnych w analizowanej próbce:

Obliczenie ilości pmoli Asn/Asp

dla standardu:

490,914 mVs – 100 pmoli

dla oznaczanej próbki:
459,550 mVs –     
                                                       =   93,61 pmoli

mVs – pole powierzchni pod szczytem

Postępujemy analogicznie dla kolejnych aminokwasów i uzyskujemy ilości poszczególnych aminokwasów w analizowanej próbce. 

	aminokwas
	czas

retencji

[min:s]
	wysokość

szczytu

[mV]
	pole

szczytu

[mVs]
	ilość

pmoli
	ilość

reszt

	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 obliczyć minimalną ilość reszt poszczególnych aminokwasów w peptydzie, ilość pmoli każdego z aminokwasów dzielimy przez najmniejszy możliwy dzielnik, tak aby uzyskać całkowitą (lub zbliżoną do całkowitej) ilość reszt aminokwasów. W praktyce jest to ilość pmoli aminokwasu występującego w najmniejszej ilości (w przypadku kilku zbliżonych wartości, dzielimy przez ich średnią arytmetyczną) – w analizowanym przykładzie średnia wartość arytmetyczna dla Asp/Asn, Ala, Lys i Phe wynosi – 94,56 pmoli.



Uzyskane ilości reszt aminokwasów zaokrąglamy do najbliższej wartości całkowitej, wnioskując, że analizowany peptyd składa się z:

· 1 reszty Asp/Asn (ponieważ peptyd przed analizą został poddany hydrolizie kwasowej, reszty Asn, jeśli były obecne w peptydzie, uległy deaminacji i oznaczamy je jako Asp, zatem w skład peptydu wchodzi 1 reszta Asp lub 1 reszta Asn)

· 1 reszty alaniny

· 2 reszt tyrozyny

· 1 reszty lizyny

· 1 reszty fenyloalaniny


Analizowany peptyd może się składać z wymienionej powyżej ilości reszt aminokwasowych lub jej wielokrotności. W rozstrzygnięciu, który wariant odpowiada rzeczywistości, pomocna jest znajomość masy cząsteczkowej peptydu.

3.12.4. Analiza składu aminokwasowego BPTI XE "BPTI"  metodą AccQ(Tag

Cohen, S.A., Michaud, D.P. (1993) Anal. Biochem. 211, 279–287.

Waters AccQ(Tag chemistry package. Instruction manual. Broszura informacyjna firmy Waters, 1993.


Zagadnienie kwasowej hydrolizy białek szczegółowo omówiono w rozdziale 3.14.1, derywatyzację aminokwasów obecnych w hydrolizacie w rozdziale 3.14.2.3, natomiast sposób obliczania składu aminokwasowego białka w rozdziale 3.14.3.

Postępowanie

1.
Hydroliza kwasowa. Spośród próbek zebranych w czasie rozdziału w odwróconych fazach XE "chromatografia: w odwróconych fazach"  HPLC XE "HPLC"  wybrać próbkę o najwyższej aktywności właściwej i odpipetować do probówki do hydrolizy taką ilość roztworu, która zawiera 2–3 (g białka. Odparować w wyparce próżniowej. Próbkę hydrolizować 22 godz. w temp 110ºC w hydrolizatorze białkowym w parach 6 M HCl w obecności 0,1% fenolu.

2.
Derywatyzacja próbki. Hydrolizat rozpuścić w 20 (l 20 mM HCl, dodać 60 (l buforu boranowego i 20 (l karbaminianu 6-aminochinolino-N-hydroksybursztynyloimidu (AQC) w acetonitrylu. Po dodaniu każdego z roztworów próbkę dokładnie wymieszać, następnie po 1 minucie umieścić w bloku grzejnym w temp. 55ºC i prowadzić derywatyzację kolejne 10 minut.

3.
Derywatyzacja standardu aminokwasów. Do 10 (l roztworu zawierającego 1 nmol każdego z aminokwasów dodać 70 (l buforu boranowego i 20 (l AQC w acetonitrylu, po dodaniu każdego z roztworów próbkę dokładnie wymieszać, następnie po 1 min umieścić w bloku grzejnym w temp. 55ºC i prowadzić derywatyzację kolejne 10 minut.

4.
Rozdział chromatograficzny. Rozdział zderywatyzowanych aminokwasów przeprowadzić w HPLC w odwróconym układzie faz na kolumnie AccQ(Tag C-18 (4 (m, 1503,9 mm) w temp. 37ºC w warunkach podanych w tabeli zamieszczonej poniżej. W celu dokładnego zrównoważenia kolumny i ustalenia warunków rozdziału przed właściwym rozdziałem aminokwasów należy przeprowadzić chromatografię w takich samych warunkach jak właściwy rozdział, ale bez nanoszenia próbki (tzw. „pusty gradient”).

	czas

[min]
	przepływ

[ml/min]
	Eluent A

[%]
	woda

[%]
	acetonitryl

[%]
	gradient

	początkowy
	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 kolejności przeprowadzić rozdział zderywatyzowanego standardu aminokwasów w ilości 100–250 pmoli każdego aminokwasu (10–25 μl mieszaniny derywatyzacyjnej), a następnie BPTI (10–15 (l zderywatyzowanej próbki). W czasie rozdziału monitorować fluorescencję eluatu przy 395 nm, po wzbudzeniu światłem o długości fali λ = 250 nm.
5.
W oparciu o rozdział standardu aminokwasów zidentyfikować i policzyć ilość poszczególnych aminokwasów w próbce BPTI (patrz przykład z rozdziału 3.14.3).

Materiały i odczynniki

· preparat BPTI uzyskany w doświadczeniu 3.13.6.

· standard zawierający mieszaninę aminokwasów o stężeniu 0,1 mM (z wyjątkiem cystyny – 0,05 mM) firmy Pierce

· 6 M HCl o stałej temp. wrzenia

· fenol

· acetonitryl

zestaw do derywatyzacji aminokwasów zawierający karbaminian 6-aminochinolino-N-hydroksybursztynyloimidu, bufor boranowy, AccQ•Tag Eluent A wraz z kolumną AccQ(Tag C-18 (4 (m, 1503,9 mm) firmy Waters

· hydrolizator białkowy firmy Knauer

· analityczny chromatograf cieczowy 600E

· skaningowy detektor fluorescencyjny model 470 firmy Waters

W opracowaniu rozdziału Białka korzystano z następujących źródeł:  XE "białka" \r "białka" 
Affinity chromatography. Principles and methods. Broszura firmy Amersham Pharmacia Biotech. Uppsala, Szwecja.

Bednarski W., Reps A. Biotechnologia żywności. Praca zbiorowa. Wydawnictwa Naukowo-Techniczne, Warszawa 2001.

Bickerstaff G.F. (red.) Immobilization of enzymes and cells. Methods Biotechnol. Humana Press Totowa, New Jersey 1997.

Goldstein I.J., Hughes R.C., Monsigny M., Osawa T., Sharon N. (1980) What should be called a lectin? Nature 285, 66-67.

Jakubke H-D., Jeschkeit H. Aminokwasy, peptydy, białka. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1989.

Liener I.E., Sharon N., Goldstein I.J. (red.) The lectins. Academic Press, New York 1986.

Kączkowski J. Biochemia roślin. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1992.

Kłyszejko-Stefanowicz L. Ćwiczenia z biochemii. Praca zbiorowa. Wydawnictwo Naukowe PWN Warszawa 2003.

Mejbaum-Katzenellenbogen W. Ćwiczenia z biochemii dla biologów. Wydawnictwo Uniwersytetu Wrocławskiego, Wrocław 1992.

Minakowski W. Biochemia kręgowców. Państwowe Wydawnictwo Naukowe, Warszawa 1990.

Muronetz V.I., Sholukh M., Korpela T. (2001) Use of protein-protein interactions in affinity chromatography. J. Biochem. Biophys. Methods 49, 29–47.

Sharon N., Lis H. Lectins. Capman & Hall, London New York 1989.

Stryer L. Biochemia. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2003.

Świeżewska E. (1996) Prenylacja i acylacja białek. Materiały XXXII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Kraków, 161.

Voet D., Voet J.G. Biochemistry. John Wiley & Sons, Inc., New York 1990.

Witkiewicz, Z. Podstawy chromatografii. Wydawnictwa Naukowo-Techniczne, Warszawa 2000.

Zgirski A., Gondko R. Obliczenia biochemiczne. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1998.

Strona internetowa International Union of Pure and Applied Chemistry: http://www.chem.qmul.ac.uk/iupac/AminoAcid/
4. Enzymy


Enzymy to katalizatory reakcji chemicznych zachodzących w organizmach żywych. W ich obecności katalizowana reakcja może przebiegać 106–1012 razy szybciej. Dzieje się tak dlatego, że enzymy posiadają zdolność obniżania energii aktywacji XE "energia aktywacji "  cząsteczek, czyli minimalnej energii potrzebnej do przebiegu reakcji chemicznej i przeprowadzenia cząsteczek w stan aktywny, co jest konieczne do wytworzenia lub rozerwania wiązania chemicznego (Rys. 4.1).

Enzymy charakteryzują się specyficznością wobec typu katalizowanej reakcji lub substratu tzn. katalizują tylko określone reakcje biochemiczne z udziałem określonych substratów.
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Rys. 4.1 Porównanie reakcji niekatalizowanej i katalizowanej enzymatycznie


Niemal wszystkie enzymy, za wyjątkiem rybozymów XE "rybozymy "  (cząsteczki RNA o właściwościach katalitycznych), są białkami. Mogą mieć budowę monomeryczną tzn. posiadają jeden łańcuch polipeptydowy lub oligomeryczną – są zbudowane z dwóch lub więcej podjednostek będących odrębnymi łańcuchami białkowymi. W wielu przypadkach poza częścią białkową posiadają dodatkowo części nie będące białkami. Takie enzymy o złożonej budowie noszą nazwę holoenzymów XE "enzymy: holoenzym " 

 XE "holoenzym " . Ich część białkowa to apoenzym XE "enzymy: apoenzym" 

 XE "apoenzym" , natomiast część niebiałkowa w zależności od sposobu związania z białkiem enzymu nosi nazwę grupy prostetycznej XE "enzymy: grupa prostetyczna " 

 XE "grupa prostetyczna "  lub koenzymu. Grupa prostetyczna jest ściśle związana z białkiem enzymu (np. układy hemowe, stanowiące centrum katalityczne enzymów oksydacyjno-redukcyjnych), natomiast koenzym XE "koenzym" 

 XE "enzymy: koenzym"  może występować samodzielnie i łączy się z apoenzymem w trakcie katalizowanej reakcji (np. witaminy i ich pochodne, pochodne nukleotydów lub jony nieorganiczne). Żadna z części składowych enzymu złożonego nie wykazuje aktywności oddzielnie. Zadaniem koenzymów lub grup prostetycznych jest bezpośrednie oddziaływanie z substratem lub udział we właściwym usytuowaniu substratu w centrum aktywnym, co jest niezbędne do zajścia reakcji enzymatycznej. Niektóre enzymy, katalizujące sprzężone ze sobą reakcje chemiczne, występują w organizmach w formie kompleksów wieloenzymowych.


Charakterystyczną cechą enzymów jest obecność w ich strukturze tzw. centrum aktywne XE "enzymy: centrum aktywne" 

 XE "centrum aktywne" go (Rys. 4.2). Jest to obszar cząsteczki, biorący udział w wiązaniu substratów i ich swoistym przekształcaniu. Grupy funkcyjne aminokwasów tworzących centrum aktywne zwykle nie należą do aminokwasów zajmujących kolejne miejsca w liniowej sekwencji łańcucha polipeptydowego. Pochodzą one od reszt aminokwasów niekiedy znacznie oddalonych, sąsiadujących ze sobą wskutek określonego przestrzennego ukształtowania łańcucha białkowego.
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Rys. 4.2 Budowa centrum aktywne XE "enzymy: centrum aktywne" 

 XE "centrum aktywne" go wg Koshlanda

W centrum aktywnym można wyróżnić grupy aminokwasów pełniących różne role w katalizowanym procesie, są to:

· aminokwasy kontaktowe, których jeden lub więcej atomów jest oddalony od substratu na odległość odpowiadającą przeciętnej długości wiązania chemicznego; należą do nich aminokwasy wiążące substrat oraz biorące bezpośredni udział w katalizie

· aminokwasy pomocnicze, które nie stykając się z substratem, pełnią jednak określoną rolę w czynności katalitycznej enzymu, właściwie orientując substrat

Oprócz aminokwasów tworzących centrum aktywne XE "enzymy: centrum aktywne" 

 XE "centrum aktywne" , w cząsteczce enzymu występują aminokwasy stabilizujące jego strukturę przestrzenną oraz aminokwasy nie biorące udziału w stabilizacji budowy przestrzennej ani w funkcji katalitycznej. W obszarze centrum aktywnego wyróżnia się miejsce wiązania substratu, czyli miejsce określające specyficzność XE "enzymy: specyficzność"  enzymu oraz miejsce katalityczne, czyli miejsce, w którym zachodzi katalizowana reakcja.


Specyficzność wiązania substratu przez enzym zależy od precyzyjnie określonego ułożenia atomów w miejscu aktywnym. Substrat musi mieć odpowiedni kształt, by mógł pasować do miejsca aktywnego. Model E. Fischera XE "model E. Fischera "  zakłada, że kształt miejsca aktywnego wolnego enzymu jest komplementarny do kształtu substratu i pasuje jak klucz do zamka (Rys. 4.3).
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Rys. 4.3 Model oddziaływania substratu z czasteczką enzymu wg Fischera XE "model E. Fischera " 

Model Koshlanda  XE "model Koshlanda " – wymuszonego dopasowania enzymu do substratu – zakłada natomiast, że cząsteczka substratu zbliżająca się do obszaru enzymu zawierającego aminokwasy kontaktowe i pomocnicze wymusza zmianę konformacyjną tej części enzymu. Utworzenie prawidłowej konformacji centrum aktywne XE "enzymy: centrum aktywne" 

 XE "centrum aktywne" go, warunkującej czynność katalityczną, możliwe jest tylko pod wpływem swoistego substratu (Rys. 4.4).
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Rys. 4.4 Model wymuszonego dopasowania w oddziaływaniu substratu z cząsteczką enzymu wg Koshlanda


Enzymy są cząsteczkami labilnymi, dlatego mogą łatwo tracić swą katalityczną aktywność. Zniszczenie struktury fragmentów cząsteczki odpowiedzialnych za aktywność enzymu powoduje spadek lub całkowitą utratę jego aktywności, czyli inaktywację XE "enzymy: inaktywacja" . Może to wystąpić m.in. wskutek zablokowania centrum aktywne XE "enzymy: centrum aktywne" 

 XE "centrum aktywne" go enzymu, degradacji cząsteczki lub zniszczenia struktury przestrzennej, czyli denaturacji. Denaturację enzymów powodują wszystkie czynniki chemiczne i fizyczne denaturujące białka. Zjawisko denaturacji białek, w tym również enzymów, zostało szczegółowo omówione w rozdziale 3.6. W pracy z roztworami enzymów należy również pamiętać, że do ich denaturacji prowadzi energiczne wytrząsanie i mieszanie roztworów.


Szybkość inaktywacji enzymów zależy od stężenia białka. Z reguły enzymy są mniej stabilne w roztworach o dużym rozcieńczeniu. Wiele enzymów przechowywanych w roztworze w stanie zamrożenia inaktywuje się po kilkukrotnym rozmrożeniu i ponownym zamrożeniu. Zaleca się więc zamrażać roztwór enzymu w odpowiednio małych porcjach, wystarczających do przeprowadzenia jednego doświadczenia. Ujemny wpływ czynników powodujących inaktywację enzymów można zmniejszyć poprzez dodawanie stabilizatorów. Mogą to być m.in. białka (np. 0,5–1% albumina osocza), wielocukry (np. dekstran XE "dekstran"  o masie cząsteczkowej około 40 kDa), glikol polietylenowy lub glicerol (w stężeniu 20–50%). Poza tym stabilizatorami niektórych enzymów mogą być sole nieorganiczne (np. siarczan (VI) amonu).


Jak wspomniano na początku tego rozdziału, pewna grupa cząsteczek nie będących białkami, również wykazuje właściwości biokatalityczne. Są to cząsteczki RNA nazywane rybozymami XE "rybozymy " . Katalityczny RNA, podobnie jak białka enzymatyczne, ma zdolność zwiększania szybkości reakcji chemicznej, wykazuje specyficzność substratową, charakteryzuje się specyficzną strukturą łańcucha rybonukleinowego i można w jego budowie wyróżnić centrum aktywne XE "enzymy: centrum aktywne" 

 XE "centrum aktywne" . Przykładami rybozymów mogą być introny zdolne do samodzielnego wycinania się z pre-mRNA XE "mRNA" , pre-rRNA XE "rRNA"  czy pre-tRNA XE "tRNA"  (proces ten może być odwracalny). Rybozymy mogą również wykazywać:

· aktywność endorybonukleazową w stosunku do innych (obcych) jednoniciowych cząsteczek RNA,

· aktywność endonukleazową, tnąc jednoniciowy DNA (efektywność tej reakcji jest znacznie niższa niż dla substratów RNA),

aktywność polimerazy RNA, przyłączając nukleotydy komplementarne do zewnętrznej matrycy lub też do jednej z własnych podjednostek; ta właściwość rybozymów świadczy o zdolności niektórych cząsteczek RNA do samoreplikacji.

4.1. Klasyfikacja i nomenklatura XE "enzymy: nomenklatura" 

 XE "enzymy: klasyfikacja"  enzymów XE "klasyfikacja enzymów " 

Szybki rozwój enzymologii oraz wzrastająca liczba poznawanych enzymów wymusiły wprowadzenie jednolitego systemu ich nazewnictwa. Było to podyktowane faktem, że w wielu przypadkach te same enzymy były znane pod kilkoma nazwami lub różnym enzymom nadawano te same nazwy. W związku z tym Komisja Enzymowa Międzynarodowej Unii Biochemicznej w latach 1956–1972 opracowała dokładny, opisowy i informacyjny system klasyfikacji enzymów. Za podstawę klasyfikacji i nazewnictwa przyjęto rodzaj katalizowanej przez enzymy reakcji chemicznej. Enzymy zostały podzielone na sześć głównych klas, w obrębie których wyróżniono kilka podklas, dodatkowo podzielonych na pod-podklasy (Tab. 4.1).


Zasady klasyfikacji enzymów znajdują odzwierciedlenie w nadawanych im systematycznych numerach kodowych (EC, ang. Enzyme Commision), złożonych z czterech członów liczbowych oddzielonych od siebie kropkami. Numer klasyfikacyjny jednoznacznie wskazuje określony enzym.

Przykładowo numer EC 3.2.1.1 oznacza α-amylazę (jeden z enzymów hydrolizujących skrobię).

· Pierwsza cyfra w numerze kodowym EC tego enzymu oznacza przynależność do 3 klasy enzymów – hydrolaz – i charakteryzuje typ reakcji katalizowanej przez ten enzym.

· Druga cyfra oznacza podklasę 2, w której znajdują się enzymy działające na związki glikozylowe.

· Trzecia cyfra określa pod-podklasę 1 i precyzuje bliżej typ hydrolizowanego wiązania (O-glikozydowe).

· Czwarta cyfra numeru klasyfikacyjnego jest kolejnym numerem danego enzymu w jego podklasie.


W podanym powyżej przykładzie posłużono się nazwą zwyczajową enzymu. Nazwa systematyczna α-amylazy XE "amylazy: α-amylazy"  to 1,4-glukanohydrolaza:α-1,4-glukan. Nazwy systematyczne enzymów składają się z dwóch części: pierwsza, zakończona na „-aza”, wskazuje na typ katalizowanej reakcji; druga jest nazwą substratu lub substratów. Dodatkowe informacje, niezbędne do wyjaśnienia mechanizmu reakcji, podawane są w nawiasie po nazwie systematycznej enzymu.


Komisja Enzymowa dopuszcza stosowanie nazw potocznych enzymów, zwłaszcza w odniesieniu do enzymów dawno odkrytych np. α-amylazy, trypsyny, chymotrypsyny itp. Często używa się także dwuczłonowych, zwyczajowych nazw enzymów np. oksydaza mleczanowa (EC 1.1.3.2 – oksydoreduktaza L-mleczan : tlen). Są one utworzone wg schematu, w którym pierwsza część nazwy pochodzi od nazwy rodzaju katalizowanej reakcji i zawsze ma końcówkę „-aza”, natomiast druga część jest tworzona od nazwy substratu, podanej w formie przymiotnika (końcówka „-owa”).


W praktyce laboratoryjnej można zetknąć się również z nazwami zwyczajowymi enzymów, które zostały utworzone od nazw ich substratów przez dodanie przyrostka „-aza” np. rybonukleaza, ureaza, arginaza. Obecnie nie tworzy się nazw enzymów od nazwy substratu.


Na ogół używanie potocznych nazw enzymów jest wygodniejsze i powszechnie stosowane w literaturze podręcznikowej, natomiast w pracach naukowych podaje się nazwy systematyczne i numery klasyfikacyjne.

Tab. 4.1 Klasyfikacja enzymów XE "klasyfikacja enzymów " 
	klasa główna
	typ katalizowanej reakcji
	kryteria podziału na podklasy

	EC 1. Oksydoreduktazy
	utlenienie i redukcja między dwoma substratami (przenoszenie elektronów i protonów lub bezpośrednie włączanie tlenu do substratu)
	rodzaj grupy w donorach ulegającej utlenieniu

(–CHOH, aldehydowa, ketonowa itp.) 

	EC 2. Transferazy
	przenoszenie grup funkcyjnych (innych niż wodór) między dwoma substratami 
	rodzaj grupy przenoszonej (jednowęglowa, glikozylowa, azotowa)

	EC 3. Hydrolazy
	hydroliza
	typ wiązania ulegającego hydrolizie (peptydowe, estrowe, glikozydowe)

	EC 4. Liazy
	niehydrolityczne rozrywanie wiązań pojedynczych 
	typ rozrywanego wiązania

(C–C, C–O, C–N, C–S)

	EC 5. Izomerazy
	przekształcenia w obrębie tej samej cząsteczki (wewnątrzcząsteczkowe, racemizacja, izomeryzacja, utlenianie i redukcja, przenoszenie grup itp.) 
	typ izomeryzacji 

	EC 6. Ligazy (syntetazy)
	łączenie dwóch związków sprzężone z rozerwaniem wiązania pirofosforanowego w ATP lub innych nukleotydach wysokoenergetycznych 
	typ utworzonego wiązania

(C–C, C–O, C–N, C–S)


4.2. Szybkośc reakcji enzymatycznej


Miarą aktywności enzymu jest szybkość katalizowanej reakcji, mierzona przyrostem produktu lub ubytkiem substratu w czasie.
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[S] – stężenie substratu, [P] – stężenie produktu

W czasie trwania reakcji enzymatycznej, przy stałym stężeniu enzymu i przy określonym początkowym stężeniu substratu, możemy wyróżnić kilka etapów (Rys. 4.5).
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Rys. 4.5 Zależność stężenia produktu (A) i szybkości reakcji enzymatycznej (B) od czasu jej trwania

Początkowo, przez krótki okres: w czasie od to do tn, przyrost produktów reakcji enzymatycznej jest wprost proporcjonalny do czasu jej trwania (Rys. 4.5 A) i obserwujemy stałą szybkość reakcji XE "szybkość reakcji enzymatycznej "  XE "enzymy: szybkość reakcji"  tzw. szybkość początkową – v0 XE "szybkość początkowa reakcji, v0 " . Oznacza to, że w równych odstępach czasu enzym katalizuje powstawanie takiej samej ilości produktu (Rys. 4.5 B). W czasie dłuższego trwania reakcji enzymatycznej szybkość reakcji maleje, ponieważ ilość powstającego produktu przestaje być wprost proporcjonalna do czasu. Przyczyną zmniejszania się przyrostu ilości produktu i tym samym szybkości reakcji enzymatycznej w miarę jej trwania (Rys. 4.5 B) jest wyczerpywanie się substratów, a także w niektórych przypadkach hamowanie aktywności enzymu przez produkty reakcji, reakcje przebiegające w przeciwnym kierunku lub postępująca inaktywacja enzymu w czasie procesu katalizy. W związku z tym, w badaniach enzymologicznych należy bezwzględnie zadbać o to, żeby warunki reakcji i czas jej trwania były tak dobrane, aby reakcja przebiegała ze stałą szybkością.

4.3. Sposoby określania aktywności enzymu


Pomiar szybkości katalizowanej reakcji umożliwia określenie aktywności enzymu. Aby ułatwić porównywanie aktywności preparatów enzymatycznych, Komisja Enzymowa Międzynarodowej Unii Biochemicznej wprowadziła pojęcie międzynarodowej standardowej jednostki „U” XE "enzymy: jednostka aktywności: standardowa"  (ang. U = unit); w języku polskim określanej jako „J”. Jest to taka ilość enzymu, która katalizuje przemianę 1 (mola substratu lub określonej jego części, tj. 1 (mola odpowiednich grup chemicznych (np. w białkach lub polisacharydach), w ciągu 1 minuty, w temp. 30ºC i w optymalnych warunkach (zwłaszcza pH i stężenia substratu zapewniającego wysycenie enzymu). Mianem jednostki standardowej jest (mol/min.


Poza jednostką standardową (J) do wyrażania aktywności enzymu stosuje się również jednostkę o nazwie katal XE "katal" 

 XE "enzymy: katal"  (kat). Jest to taka ilość enzymu, która katalizuje przemianę 1 mola substratu w ciągu 1 sekundy. Mianem katala jest mol/s. Jest to jednostka 60 milionów razy większa od jednostki standardowej, stąd też zaleca się stosowanie jednostek pokrewnych:

· mikrokatal (μkat =10–6 kat),

· nanokatal (nkat = 10–9 kat),

· pikokatal (pkat= 10–12 kat).

Zależność liczbowa pomiędzy jednostką standardową i katalem przedstawia się następująco:

1 kat = 1 mol/s = 60 moli/min = 60106  (mola/min = 6107 J

1 J = 1 (mol/min = 1/60 (mola/s = 1/60 (kat = 16,6710–9 kat = 16,67 nkat

W metodach oznaczania aktywności różnych enzymów często stosuje się jednostki umowne XE "enzymy: jednostka aktywności: umowna "  definiowane np. jako przyrost absorbancji o ustaloną wartość, mierzonej przy określonej długości fali w warunkach danej metody (jednostki umowne są stosowane np. w metodzie Anfinsena oznaczania aktywności RNAzy lub w metodzie Bernfelda oznaczania aktywności (-amylazy (patrz rozdziały 4.9.2 i 4.8.1).


Inną wielkością określającą zdolność enzymu do katalizowania reakcji chemicznych jest stała katalityczna XE "stała katalityczna, kkat "  kkat XE "kkat" , określająca stosunek szybkości maksymalnej reakcji Vmax XE "szybkość maksymalna, Vmax"  do całkowitego stężenia enzymu:

kkat XE "kkat"  = Vmax/[E] = (M/s/(M = 1/s


Stała katalityczna (liczba obrotów XE "liczba obrotów" ) określa liczbę cząsteczek substratu przetworzonych przez cząsteczkę enzymu w czasie 1 sekundy, w warunkach, w których enzym wykazuje maksymalną aktywność.


Ważną wartością liczbową charakteryzującą czysty enzym, a także preparaty enzymatyczne uzyskiwane w trakcie izolacji enzymów, jest aktywność właściwa XE "aktywność właściwa"   XE "enzymy: aktywność właściwa " będąca liczbą jednostek standardowych (lub jednostek umownych) przypadających na 1 mg białka (J/mg białka). Oczyszczanie enzymów, polegające na sukcesywnym stosowaniu różnorodnych technik frakcjonujących, najczęściej chromatograficznych, ma za zadanie otrzymanie enzymu w stopniu możliwie jak najczystszym przez usunięcie z wyjściowego preparatu innych zanieczyszczeń białkowych. Stosując prawidłowy tok postępowania, w czasie oczyszczania enzymu uzyskuje się stały wzrost aktywności właściwej. Stopień oczyszczenia  XE " stopień oczyszczenia " 

 XE "enzymy: stopień oczyszczenia " każdego preparatu uzyskanego w czasie izolacji enzymu określa się podając stosunek aktywności właściwej w aktualnym roztworze enzymu do aktywności właściwej w materiale wyjściowym.

4.4. Czynniki wpływające na szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej


Szybkość reakcji enzymatycznych  XE "szybkość reakcji enzymatycznej " zależy od stężenia substratu i enzymu oraz warunków, w jakich jest przeprowadzana (temperatura, pH, obecność aktywatorów XE „enzymy: aktywatory" 

 XE "aktywatory enzymów" , lub inhibitorów). W czasie badania wpływu danego czynnika na szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej, należy zadbać o to, żeby obserwowane zmiany szybkości reakcji wynikały jedynie ze zmiany wybranego czynnika, dlatego pozostałe powinny być niezmienne i optymalne dla danego enzymu.


Oznaczenie aktywności enzymu powinno być oparte na pomiarze początkowej szybkości reakcji – v0  XE "szybkość początkowa reakcji, v0 " (rozdział 4.2.). Należy podkreślić, że pomiar ilości produktu w dowolnym czasie trwania reakcji, bez sprawdzenia, że reakcja przebiega ze stałą szybkością, prowadzi do licznych błędów w oznaczaniu poziomu aktywności.

Wpływ stężenia substratu na szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej


Jednym z ważniejszych czynników, od którego zależy szybkość reakcji XE "szybkość reakcji enzymatycznej "  XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej jest stężenie substratu. Zależność ta ma charakter hiperboli: początkowo, wraz ze wzrostem stężenia substratu szybkość reakcji rośnie, a następnie osiąga stałą wartość (Rys. 4.6).
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Rys. 4.6 Wykres zależności szybkości reakcji od stężenia substratu


Michaelis i Menten wykazali, że przyczyną obserwowanych zmian szybkości reakcji jest fakt powstawania w czasie reakcji enzymatycznej kompleksu enzym-substrat (ES).
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[E] – stężenie enzymu, [S] – stężenie substratu, [ES] – stężenie kompleksu enzym–substrat, [P] – stężenie produktu reakcji, k+1, k–1, k+2 – stałe szybkości odpowiednich reakcji.

W uproszczonym schemacie przebiegu reakcji enzymatycznej możemy wyróżnić kilka etapów: najpierw substrat łączy się z enzymem, w wyniku czego powstaje kompleks ES, który następnie dysocjuje do produktu i enzymu, mogącego ponownie związać się z substratem.

Szybkość reakcji XE "szybkość reakcji enzymatycznej "  zależy od stężenia kompleksu [ES] oraz szybkości jego tworzenia i rozkładu. Przy niskich stężeniach substratu nie wszystkie cząsteczki enzymu są nim wysycone. Zwiększanie stężenia substratu powoduje wzrost szybkości reakcji. Początkowo jest to wzrost wprost proporcjonalny do stężenia substratu. Dalsze zwiększanie stężenia substratu powoduje wzrost szybkości reakcji, ale nie jest to zależność liniowa. W końcu przy pewnym stężeniu substratu uzyskujemy szybkość maksymalną reakcji (Vmax XE "szybkość maksymalna, Vmax" ) i dalsze zwiększanie stężenia substratu nie powoduje wzrostu szybkości reakcji. Dzieje się tak dlatego, że wszystkie cząsteczki enzymu w danej chwili znajdują się w kompleksie z substratem i tym samym enzym wykazuje swoją maksymalną aktywność katalityczną.


Stężenie substratu, przy którym szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej osiąga połowę wartości szybkości maksymalnej (1/2 Vmax XE "szybkość maksymalna, Vmax" ) nazywa się stałą Michaelisa (KM XE "KM" ) XE "stała Michaelisa, KM " .

Stała Michaelisa ma wymiar stężenia molowego (mol/l). Jej wielkość jest niezależna od stężenia enzymu, zależy natomiast od rodzaju substratu, pH i temperatury. W przypadku enzymów, które działają na kilka substratów, każdemu substratowi odpowiada charakterystyczna wartość KM. Wartości stałych Michaelisa mieszczą się w granicach od 10–3 do 10–6 mola/litr i są miarą powinowactwa enzymu do substratu. Im niższa wartość KM XE "KM" , tym powinowactwo enzymu do danego substratu jest wyższe.


Zależność szybkości reakcji enzymatycznej od stężenia substratu opisuje równanie Michaelisa-Menten:
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Można je zapisać również w formie równania hiperboli:
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Stałą Michaelisa dla danego substratu można wyznaczyć eksperymentalnie, mierząc początkowe szybkości reakcji XE "szybkość początkowa reakcji, v0 "  przy wzrastających stężeniach substratu (rozdział 4.6.1 i 4.7.4.3). Graficzne wyznaczenie KM XE "KM"  z wykresu zależności szybkości reakcji od stężenia substratu (Rys. 4.6), może być trudne, ponieważ nie ma pewności, czy szybkość maksymalna XE "szybkość maksymalna, Vmax"  reakcji (Vmax) została osiągnięta. Z tego powodu podstawowe równanie Michaelisa-Menten przekształca się w taki sposób, aby uzyskać równanie prostej. Najczęściej stosowane przekształcenie to  XE " równanie: Lineweavera-Burka " równanie Lineweavera-Burka:
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W metodzie Lineweavera-Burka wykreśla się zależność 1/v od 1/[S], dzięki czemu uzyskuje się prostą o nachyleniu (tg () równym KM XE "KM" /Vmax. W punkcie przecięcia prostej z osią rzędnych (0Y) można odczytać wartość 1/Vmax, natomiast w punkcie przecięcia z osią odciętych (0X) wartość -1/KM (Rys. 4.7).
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Rys. 4.7 Wyznaczanie KM XE "KM"  i Vmax XE "szybkość maksymalna, Vmax"  metodą Lineweavera-Burka


Do wyznaczania w sposób graficzny wartości KM XE "KM"  i Vmax XE „szybkość maksymalna, Vmax"  służą także inne metody, oparte na przekształceniach podstawowego równania Michaelisa-Menten do postaci funkcji liniowej.


Równanie Hanesa-Woolfa  XE " równanie: Hanesa-Woolfa " otrzymuje się w wyniku dalszej modyfikacji równania Lineweavera-Burka, po pomnożeniu obu stron równania przez [S]:
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W otrzymanym równaniu prostej y = ax +b, y = [S]/v, a = 1/Vmax XE „szybkość maksymalna, Vmax" , x=[S] i b= KM XE "KM" /Vmax. Wykresem równania jest prosta przecinająca oś 0Y w punkcie KM/Vmax, a oś 0X – w punkcie –KM.


Równanie Woolf-Augustinsson-Hofstee  XE " równanie: Woolf-Augustinsson-Hofstee " o postaci:
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jest przekształceniem równania Michaelisa-Menten. W równaniu tym o ogólnej postaci y = ax +b, y = v, a = –KM XE "KM" , ,= v/[S], i b= Vmax XE "szybkość maksymalna, Vmax" .

Punkt przecięcia prostej z osią 0Y wyznacza wartość Vmax XE "szybkość maksymalna, Vmax" , a miejsce przecięcia z osią 0X wyznacza stosunek Vmax/KM XE "KM" .


Wyznaczanie wartości KM XE "KM"  i Vmax XE "szybkość maksymalna, Vmax"  metodą Hanesa-Woolfa lub Woolf-Augustinsson-Hofstee stosuje się często przy określaniu typu inhibicji (patrz rozdział 4.4.5.1). Tam też przedstawione są wykresy ilustrujące obie powyższe metody (Rys. 4.12 C, D i Rys. 4.13 C, D).

4.4.1. Wpływ stężenia enzymu na szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej


Szybkość reakcji enzymatycznej  XE "szybkość reakcji enzymatycznej " rośnie wprost proporcjonalnie do stężenia enzymu, pod warunkiem że pomiar będzie prowadzony w warunkach wysycenia enzymu substratem i przy niezmiennych pozostałych parametrach reakcji (pH, temperatura).


Zależność szybkości reakcji enzymatycznej od stężenia enzymu przedstawia Rys. 4.8. Przy stężeniu substratu zapewniającym wysycenie enzymu szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  jest wprost proporcjonalna do stężenia enzymu. Przy niewystarczającym stężeniu substratu szybkość reakcji maleje.
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Rys. 4.8 Wpływ stężenia enzymu na szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej

4.4.2. Wpływ temperatury na szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej


Szybkość reakcji chemicznych wzrasta wraz ze wzrostem temperatury, co jest następstwem podwyższenia energii kinetycznej reagujących ze sobą cząsteczek. Wielkość tego wzrostu opisuje współczynnik temperaturowy Q10 XE "współczynnik temperaturowy, Q10"  XE "Q10" , określający jak zmienia się szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  (v) przy wzroście temperatury o 10ºC.
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Wpływ temperatury na szybkość reakcji XE "szybkość reakcji enzymatycznej "  XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznych nie jest prostą zależnością, gdyż pozostaje w ścisłym związku z białkową naturą enzymów. Tak więc szybkość reakcji enzymatycznej, podobnie jak szybkość każdej reakcji chemicznej, zwiększa się ze wzrostem temperatury, jednakże tylko w takim jej zakresie, w którym enzym jest stabilny i zachowuje pełną aktywność.


Szybkość reakcji enzymatycznych wzrasta przeciętnie dwukrotnie przy każdym wzroście temperatury o 10ºC w zakresie temperatur nie powodujących denaturacji danego enzymu (Q10 XE "współczynnik temperaturowy, Q10"  XE "Q10"  = 2). Współczynnik temperaturowy Q10 jest charakterystyczny dla danego enzymu i zależy od energii aktywacji katalizowanej reakcji.


Typową zależność szybkości reakcji enzymatycznej od temperatury przedstawiono na Rys. 4.9. Wraz ze wzrostem temperatury szybkość reakcji XE "szybkość reakcji enzymatycznej "  XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej początkowo wzrasta, osiąga wartość maksymalną, a następnie maleje, wskutek denaturacji enzymu powodującej jego dezaktywację.
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Rys. 4.9 Zależność szybkości reakcji enzymatycznej od temperatury


Temperaturę, przy której szybkość reakcji XE "szybkość reakcji enzymatycznej "  XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej jest najwyższa, nazywamy temperaturą optymalną. Istnienie takiego optimum uwarunkowane jest faktem, że enzymy będąc białkami, ulegają denaturacji cieplnej. Obserwowana temperatura optymalna reakcji enzymatycznej jest wypadkową dwóch procesów:

wzrostu szybkości reakcji wskutek wzrostu energii kinetycznej reagentów oraz

· wzrostu szybkości denaturacji termicznej enzymu powyżej pewnej krytycznej wartości temperatury.

Większość enzymów wykazuje optimum temperatury XE "enzymy: optimum temperatury"  w zakresie 35–45ºC, a w temperaturach powyżej 60(C traci aktywność nieodwracalnie. Istnieją jednak enzymy, które zachowują aktywność nawet po dłuższym ogrzewaniu w temp. 100ºC (np. enzymy wydzielane przez bakterie żyjące w gorących źródłach).

W przypadku wielu enzymów dłuższa inkubacja w temperaturze optymalnej może powodować utratę ich aktywności, dlatego często testy enzymatyczne przeprowadza się w temperaturach niższych niż optymalna.


Wartość temperatury optymalnej danego enzymu zależy od stopnia jego oczyszczenia, pH, obecności soli, aktywatorów XE „enzymy: aktywatory" 

 XE "aktywatory enzymów" , lub inhibitorów. Czynniki te mogą wpływać na tzw. termostabilność enzymu XE "termostabilność enzymów " , określającą najwyższą temperaturę, w której jeszcze nie dochodzi do termicznej inaktywacji enzymu w danych warunkach (pH, czas inkubacji, obecność substratu).

4.4.3. Wpływ pH na szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej


Większość enzymów wykazuje maksymalną aktywność w środowisku o określonym pH. Optimum pH jest bardzo ważną wartością liczbową charakteryzującą enzym. Enzymy jako białka posiadają grupy zdolne do jonizacji, stąd też zmiany aktywności enzymatycznej przy różnych pH mogą być wywołane zmianami w stopniu zjonizowania enzymu, kompleksu ES, a także samego substratu. Aminokwasy centrum aktywne XE "enzymy: centrum aktywne" 

 XE "centrum aktywne" go enzymu biorące bezpośredni udział w akcie katalizy bardzo często tylko w jednej z form jonowych wykazują właściwości katalityczne. Od stopnia zjonizowania pewnych grup w cząsteczce enzymu zależeć może jego konformacja i w danym pH może być ona najkorzystniejsza dla jego właściwości katalitycznych. Ponadto oddziaływania pomiędzy enzymem i substratem prowadzące do wytworzenia kompleksu ES mogą mieć także charakter jonowy. Wreszcie zbyt kwaśne lub zasadowe środowisko może spowodować denaturację enzymu.

	[image: image104.wmf]6

8

10

trypsyna

aktywność enzymu

pH




	[image: image105.wmf]2

4

6

pepsyna

aktywność enzymu

pH





	[image: image106.wmf]4

6

8

10

esteraza cholinowa

aktywność enzymu

pH




	[image: image107.wmf]4

6

8

papaina

aktywność enzymu

pH






Rys. 4.10 Wpływ pH na aktywność różnych enzymów


Optymalną wartość pH wyznacza się z wykresu zależności szybkości reakcji od pH środowiska reakcji. Krzywa ta najczęściej ma kształt dzwonowy (jak w przypadku trypsyny, Rys. 4.10), tzn. enzym wykazuje najwyższą aktywność w pH optymalnym, natomiast poniżej i powyżej tej wartości aktywność enzymu maleje. Większość enzymów wykazuje optimum pH XE "enzymy: optimum pH"  w zakresie 6–8.

Nie zawsze jednak krzywa zależności aktywności od pH musi mieć charakter dzwonowy. Niektóre enzymy mają taką samą aktywność w szerokim zakresie pH, np. papaina, esteraza cholinowa (Rys. 4.10).


Pomiar optimum pH XE "enzymy: optimum pH"  przeprowadza się w stałej temperaturze, w warunkach nasycenia enzymu substratem i w buforach o odpowiednio dobranej pojemności, tak aby powstające produkty reakcji nie zmieniały ich pH. Należy również zwrócić uwagę, aby rodzaj stosowanego buforu nie wywierał wpływu na aktywność enzymu.

4.4.4. Wpływ inhibitorów enzymów na szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej


Wyróżnia się zasadniczo dwa typy inhibicji enzymów: odwracalny i nieodwracalny. Inhibitory nieodwracalne XE "inhibicja nieodwracalna "  wiążą się kowalencyjnie z enzymem (nie zawsze w obrębie centrum aktywne XE "enzymy: centrum aktywne" 

 XE "centrum aktywne" go), powodując trwałą utratę aktywności katalitycznej.

Przykłady inhibitorów nieodwracalnych to:

· diizopropylofluorofosforan (DIFP XE "DIFP" ), łączący się kowalencyjnie z resztą seryny w centrum aktywnym enzymu, np. acetylocholinesterazy, przez co powoduje paraliż układu nerwowego

· amid kwasu jodooctowego, alkilujący reszty cysteiny niezbędne do aktywności pewnych enzymów


Inhibitory odwracalne XE "inhibicja odwracalna "  stanowią zróżnicowaną grupę cząsteczek zarówno pod względem budowy jak i kinetyki oddziaływania z enzymem. Ich wspólną cechą jest możliwość dysocjacji kompleksu enzym–inhibitor. Można je podzielić na kilka podgrup, z czego poniżej zostaną scharakteryzowane dwie z nich: inhibitory XE "enzymy: inhibitory"  kompetycyjne i niekompetycyjne.

Hamowanie kompetycyjne (konkurencyjne) XE "hamowanie kompetycyjne (konkurencyjne) " 

Inhibitory kompetycyjne strukturalnie przypominają substrat i współzawodniczą z nim o miejsce aktywne enzymu. Związanie inhibitora z wolnym enzymem uniemożliwia związanie cząsteczki substratu i hamuje przebieg reakcji enzymatycznej. Wcześniejsze przyłączenie substratu do enzymu wyklucza możliwość związania inhibitora, tak więc wiązanie substratu i inhibitora konkurencyjnego nawzajem się wykluczają. Obniżenie efektu inhibicji kompetycyjnej można uzyskać zwiększając stężenie substratu.
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Rys. 4.11 Wzory strukturalne kwasu bursztynowego i malonowego


Klasycznym przykładem inhibicji kompetycyjnej jest hamowanie aktywności dehydrogenazy bursztynianowej XE "dehydrogenaza: bursztynianowa"  (enzym cyklu Krebsa katalizujący przekształcenie bursztynianu do fumaranu) przez kwas malonowy, różniący się od kwasu bursztynowego brakiem jednej grupy metylenowej (Rys. 4.11).

Hamowanie niekompetycyjne (niekonkurencyjne) XE "hamowanie niekompetycyjne (niekonkurencyjne) " 

Inhibitory niekompetycyjne przyłączają się w cząsteczce enzymu do innego miejsca niż centrum aktywne XE "enzymy: centrum aktywne" 

 XE "centrum aktywne" , dlatego mogą wiązać się z enzymem w sposób niezależny od substratu. Inhibitor może przyłączyć się do wolnego enzymu lub do kompleksu ES. Podobnie substrat może wiązać się z wolnym enzymem, a także z kompleksem EI. Powstający ostatecznie kompleks enzym–substrat–inhibitor (ESI) jest nieaktywny katalitycznie, ponieważ związanie inhibitora uniemożliwia uzyskanie przez centrum aktywne enzymu odpowiedniej konformacji. Z tego powodu nie można cofnąć efektu hamowania przez zwiększenie stężenia substratu.


Przykładem inhibicji niekonkurencyjnej jest odwracalne wiązanie się niektórych odczynników z grupami –SH reszt cysteinowych, istotnymi dla aktywności niektórych enzymów (np. jony Cu2+, Hg2+, Ag+, tworzące z grupami –SH merkaptydy). Niezbędne do aktywności grupy –SH mogą być zlokalizowane także poza centrum aktywnym enzymu, pomagając w utrzymaniu określonej konformacji cząsteczki. W tym przypadku ich blokowanie prowadzi do niekorzystnych zmian konformacyjnych. Inhibicję niekompetycyjną mogą spowodować również czynniki wiążące się z niezbędnym do aktywności enzymu metalem, np. EDTA (etylenodiaminotetraoctan), wiążący kationy dwuwartościowe, lub cyjanki tworzące nieaktywne kompleksy typu cyjanożelazianów z jonami Fe2+ i Fe3+ (żelazi- lub żelazocyjanki).

4.4.4.1. Kinetyczne rozróżnianie inhibicji kompetycyjnej i niekompetycyjnej


Rozróżnienie inhibicji kompetycyjnej XE "hamowanie kompetycyjne (konkurencyjne) "  od niekompetycyjnej XE "hamowanie niekompetycyjne (niekonkurencyjne) "  umożliwiają pomiary szybkości reakcji i wyznaczenie stałych Michaelisa w obecności danego inhibitora, a następnie porównanie ich z tymi samymi parametrami wyznaczonymi dla reakcji enzymatycznej przebiegającej bez inhibitora. Graficznie parametry KM XE "KM"  i Vmax XE „szybkość maksymalna, Vmax"  najłatwiej wyznaczyć np. metodą Lineweavera-Burka (rozdział 4.4.1, Rys. 4.7). Innymi często stosowanymi metodami graficznymi są metody Hanesa-Woolfa i Woolf-Augustinsson-Hofstee (patrz rozdział 4.4.1).


W inhibicji kompetycyjnej obserwujemy wzrost wartości KM XE "KM" , natomiast wartość Vmax XE „szybkość maksymalna, Vmax"  nie zmienia się; jednak można ją uzyskać przy stężeniu substratu dużo wyższym niż w nieobecności inhibitora (Rys. 4.12).


W inhibicji niekompetycyjnej szybkość maksymalna XE "szybkość maksymalna, Vmax"  (Vmax) ulega zmniejszeniu, ponieważ inhibitor niekompetycyjny zmienia aktywność katalityczną enzymu, nie ulega natomiast zmianie wartość KM XE "KM" , określająca powinowactwo enzymu do substratu (Rys. 4.13).

Aktywatory enzymów XE "enzymy: aktywatory" 

 XE "aktywatory enzymów" 

Aktywatory enzymów to różnego rodzaju substancje zwiększające ich aktywność, lecz nie biorące bezpośrednio udziału w reakcji katalizy. Są to jony niektórych metali wbudowane w część białkową enzymu lub też związki drobnocząsteczkowe usuwające wpływ związków hamujących.


Aktywatorami są najczęściej jony metali, które mogą uczestniczyć w wiązaniu substratu przez enzym lub są odpowiedzialne za utrzymanie aktywnej katalitycznie konformacji enzymu. Enzymy są najczęściej aktywowane przez kationy: Mg2+ (fosfatazy XE "fosfatazy" , fosforylazy, syntetazy), Zn2+ (dehydrogenaza mleczanowa, dehydrogenaza alkoholowa XE "dehydrogenaza: alkoholowa" , proteazy), Mn2+ (peptydazy, arginaza), Ca2+ (lipaza, kalpainy), Cu2+ (oksydazy XE "oksydazy" ). Aniony najczęściej nie są czynnikami wpływającymi na aktywność enzymów. Wyjątek stanowią jonany Cl–, będące aktywatorami amylazy ze śliny. Często rolę swoistych aktywatorów enzymów pełnią tzw. pierwiastki śladowe, będące niezbędnymi składnikami pokarmowymi.


Aktywność niektórych enzymów ulega zahamowaniu pod wpływem łagodnych środków utleniających, np. tlenu atmosferycznego. Proces ten katalizowany jest przez metale ciężkie. Takie zahamowanie aktywności enzymu jest często procesem odwracalnym i aktywność enzymu powraca w obecności czynników redukujących lub wiążących metale. Utlenienie grup –SH enzymu często prowadzi do utraty aktywności; można ją odzyskać przez dodanie czynników redukujących takich jak cysteina XE "cysteina" , zredukowany glutation XE "glutation"  czy merkaptoetanol lub DTT.


Aktywatorami dla niektórych enzymów mogą być również inne enzymy. Dotyczy to enzymów wydzielanych w postaci nieaktywnych katalitycznie tzw. proenzymów lub prekursorów enzymów, np. trypsynogen XE "trypsynogen"  aktywowany jest do trypsyny przy pomocy enterokinazy.
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Rys. 4.12 Wpływ inhibitorów kompetycjnych na szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej

Wykresy równań:  A - Michaelisa-Menten; B - Lineweavera-Burka; C - Hanesa-Woolfa; D - Woolf-Augustinsson-Hofstee.  XE "hamowanie kompetycyjne (konkurencyjne) " 
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Rys. 4.13 Wpływ inhibitorów niekompetycjnych na szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej

Wykresy równań: A - Michaelisa-Menten; B - Lineweavera-Burka; C - Hanesa-Woolfa; D - Woolf-Augustinsson-Hofstee.  XE "hamowanie niekompetycyjne (niekonkurencyjne) " 
4.5. Trypsyna


Enzymy proteolityczne hydrolizują wiązania peptydowe. Podzielono je na dwie grupy: endo- i egzopeptydazy. Egzopeptydazy  XE "egzopeptydazy" mogą odszczepić z łańcucha białkowego jedynie aminokwasy N- lub C-końcowe, stąd nazywa się je amino- lub karboksypeptydazami. Endopeptydazy  XE "endopeptydazy" hydrolizują wiązania peptydowe ulokowane wewnątrz łańcucha białkowego i zgodnie z klasyfikacją nazywa się je hydrolazami peptydylopeptydowymi.


Trypsyna (EC 3.4.21.4) jest endopeptydazą serynową (w centrum aktywnym tego enzymu znajduje się seryna XE "seryna" ) wydzielaną przez trzustkę w postaci nieaktywnego proenzymu – trypsynogenu. Trypsynogen ulega aktywacji w dwunastnicy przy udziale enzymu enterokinazy XE "enterokinaza "  (enteropeptydazy) bądź trypsyny (autoaktywacja). Proces aktywacji polega na odszczepieniu od trypsynogenu fragmentu sześcioaminokwasowego (heksapeptydu) od strony N-końca proenzymu.


Trypsyna jest enzymem o wysokiej specyficzności, hydrolizuje tylko te wiązania peptydowe, które zostały utworzone przez grupy karboksylowe należące do lizyny lub argininy. W związku z tym wszystkie peptydy powstałe w wyniku działania trypsyny mają lizynę bądź argininę jako aminokwasy C-końcowe. Trypsyna pozostawiona w buforze o pH zbliżonym do optymalnego ulega samostrawieniu (autolizie). Czynnikiem zapobiegającym temu procesowi są jony wapnia (Ca2+), dlatego też aktywność tego enzymu oznacza się w ich obecności. Roztwory enzymu należy przechowywać w niskiej temperaturze, najlepiej w 1 mM HCl (pH = 3), w obecności około 20 mM CaCl2.


Aktywność trypsyny oznacza się wobec substratów białkowych (kazeina XE "kazeina" , żelatyna) lub syntetycznych będących pochodnymi amidowymi lub estrowymi argininy lub lizyny.

4.5.1. Wpływ stężenia trypsyny na szybkość degradacji kazeiny XE "trypsyna: oznaczanie aktywności: wobec kazeiny 
Kakade M.L., Swenson D.H., Liener I.E. (1970) Anal. Biochem. 33, 255–258.

Zasada metody


Kazeina (główne białko mleka) trawiona trypsyną daje produkty (peptydy o niskiej masie cząsteczkowej) rozpuszczalne w kwasie trichlorooctowym (TCA), które dzięki obecności w nich aminokwasów aromatycznych, głównie tyrozyny i tryptofanu, oznacza się przez pomiar absorbancji przy 280 nm. Liniową zależność przyrostu produktów degradacji w warunkach metody uzyskuje się dla 2–20 (g trypsyny w próbie i przy końcowym stężeniu kazeiny wynoszącym 0,5%.

Wykonanie krzywej kalibracyjnej

1.
Przygotować 6 probówek. Do kolejnych pięciu odmierzyć od 0,1 do 0,5 ml roztworu enzymu o stężeniu 40 (g/ml. Próby uzupełnić do 1 ml 1mM HCl zawierającym 80 mM CaCl2.

2.
Do probówki 6 (próba kontrolna) odmierzyć 1 ml 1mM HCl z 80 mM CaCl2.

3.
Umieścić w łaźni wodnej o temp. 37ºC wszystkie próby oraz 1% roztwór kazeiny w 0,2 M buforze Tris-HCl o pH 8,0 (około 10 ml).

4.
Po 5 minutach preinkubacji (mającej na celu ogrzanie prób enzymu i roztworu substratu do temp. 37ºC) rozpocząć reakcję enzymatyczną przez dodanie 1 ml kazeiny do probówek zawierających 4–20 (g trypsyny.

5.
Dokładnie po 10 minutach reakcję przerwać przez dodanie 3 ml kwasu trichlorooctowego. Próby dokładnie wymieszać. Kazeina niestrawiona przez enzym wytrąca się w postaci osadu, natomiast niskocząsteczkowe produkty degradacji (peptydy) rozpuszczają się w TCA.

6.
Po 15 minutach w temp. pokojowej próby odwirować lub przesączyć.

7.
W płynach znad osadu (supernatantach) zmierzyć A280 wobec wody.

8.
Wartość absorbancji uzyskaną dla próby kontrolnej odjąć od wartości A280 uzyskanych dla prób właściwych. Wykreślić zależność A280 od ilości μg enzymu w próbie.

Zadanie indywidualne

1.
W próbie uzyskanej od asystenta oznaczyć aktywność trypsyny zgodnie z postępowaniem opisanym powyżej.

2.
Z krzywej kalibracyjnej odczytać ilość enzymu w próbie.

3.
Podać stężenie trypsyny w próbie indywidualnej ((g enzymu/ ml roztworu).

Materiały i odczynniki

· roztwór enzymu: około 2 mg trypsyny rozpuścić w 5 ml 1 mM HCl z 80 mM CaCl2; zmierzyć absorbancję roztworu przy 280 nm i uzyskaną wartość pomnożyć przez 0,67 – wagowy współczynnik absorpcji dla trypsyny (odwrotność właściwego współczynnika absorpcji), uzyskując ilość mg trypsyny w 1 ml; roztwór enzymu rozcieńczyć 1 mM HCl z 80 mM CaCl2 tak, aby zawierał 40 (g/ml

· 1% roztwór substratu: 1 g kazeiny zawiesić w 100 ml 0,2 M buforu Tris-HCl o pH 8,0 i gotować na wrzącej łaźni przez 15 minut; po ostygnięciu uzupełnić wodą do 100 ml

· roztwór kwasu trichlorooctowego (TCA): 18 g TCA, 18 g bezwodnego octanu sodu i 20 ml lodowatego kwasu octowego uzupełnić wodą do 1 000 ml

· 0,2 M bufor Tris/HCl o pH 8,0

1 mM HCl zawierajacy 80 mM CaCl2
4.5.2. Wykazywanie aktywności trypsyny wobec kazeiny i wpływ inhibitora na jej aktywność XE "trypsyna: oznaczanie aktywności: wobec kazeiny 
Kakade M.L., Swenson D.H., Liener I.E. (1970) Anal. Biochem. 33, 255–258.

Zasadę metody opisano szczegółowo w rozdziale 4.5.1.

Postępowanie

1.
Do 5 próbówek odpipetować następujące objętości roztworu enzymu, 0,2 M buforu Tris/HCl o pH 8,0 i inhibitora:

	nr próby
	enzym

[ml]
	bufor

[ml]
	inhibitor

[ml]

	1
	0,50
	0,50
	–

	2
	0,25
	0,75
	–

	3
	0,10
	0,90
	–

	4 (kontrola)
	–
	1,00
	–

	5
	0,50
	0,40
	0,10


2.
Wstawić próbówki do łaźni wodnej o temp. 37ºC i po 5-10 minutach preinkubacji dodać w odstępach 30 sekundowych do każdej próbówki po 1 ml 1% kazeiny (substrat), ogrzanej do temp. 37ºC.

3.
Dokładnie po 10 minutach reakcję przerwać przez dodanie do każdej próby 3 ml roztworu kwasu trichlorooctowego (również w odstępach 30 sekund, zachowując tę samą kolejność pipetowania); próby należy dokładnie wymieszać.

4.
Wyjąć próbówki z łaźni i po 15 minutach odwirować osad niestrawionej kazeiny.

5.
Odczytać A280 w supernatantach wobec wody w kolejności od próby 5 do 1.

Materiały i odczynniki

· roztwór inhibitora trypsyny (z nasion soi) o stężeniu 1 mg/ml

· pozostałe odczynniki jak w ćw. 4.5.1
4.5.3. Oznaczanie aktywności trypsyny wobec p-nitroanilidu N-benzoilo-DL-argininy (BApNA XE "BApNA" ) XE "trypsyna: oznaczanie aktywności: wobec BApNA 
Erlanger B.F., Kokowsky N., Cohen W. (1961) Arch. Biochem. Biophys. 95, 271–278.

Zasada metody


Trypsyna hydrolizuje p-nitroanilid N-benzoilo-DL-argininy (BApNA XE "BApNA" ) z wydzieleniem p-nitroaniliny o zabarwieniu żółtym i absorpcji przy 410 nm (ε410 = 8 800 M–1cm–1) (Rys. 4.14).
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Rys. 4.14 Reakcja hydrolizy p-nitroanilidu N-benzoilo-DL-argininy (BApNA XE "BApNA" ) katalizowana przez trypsynę

Wykonanie krzywej kalibracyjnej
1.
Do pięciu probówek odmierzyć kolejno 20, 40, 60, 80 i 100 μl roztworu trypsyny o stężeniu 100 μg/ml.

2.
Próby uzupełnić do objętości 1,0 ml 0,1 M buforem Tris-HCl o pH 8,0 z 0,02 M CaCl2; Przygotować próbę ślepą zawierającą 1 ml buforu.

3.
Wszystkie próby wstawić do łaźni wodnej o temp. 25ºC i preinkubować 5 minut.

4.
Po tym czasie rozpocząć reakcję, dodając do każdej z prób 10 μl 0,1 M BApNA. Dokładnie wymieszać.

5.
Po 10 minutach przerwać reakcję enzymatyczną przez dodanie 0,5 ml 30% kwasu octowego. Odczytać A410 prób badanych wobec próby ślepej.

6.
Wykreślić zależność A410 od ilości μg enzymu w próbie.

Zadanie indywidualne

1.
W próbie uzyskanej od asystenta oznaczyć aktywność trypsyny zgodnie z postępowaniem opisanym powyżej.

2.
Z krzywej kalibracyjnej odczytać ilość enzymu w próbie.

3.
Podać stężenie trypsyny w próbie indywidualnej ((g enzymu/ ml roztworu).

Materiały i odczynniki

· bufor reakcyjny: 0,1 M Tris-HCl o pH 8,0 z 20 mM CaCl2
· roztwór substratu: 0,1 M BApNA w dimetylosulfotlenku (DMSO); można przechowywać w zamrażalniku

· roztwór enzymu: około 1 mg trypsyny bydlęcej rozpuścić w 1 ml 1 mM HCl z 20 mM CaCl2; zmierzyć A280 i obliczyć rzeczywiste stężenie trypsyny (patrz rozdział 4.5.1); roztwór trypsyny rozcieńczyć tak, aby zawierał 100 μg enzymu w 1 ml

· odczynnik przerywający reakcję: 30% kwas octowy

Uwagi


Aby móc oznaczyć rzeczywistą ilość aktywnej trypsyny w próbie posługując się krzywą kalibracyjną, do jej sporządzenia należy wykorzystać roztwór o dokładnie znanym stężeniu aktywnego enzymu. W przypadku enzymów oznaczenie jedynie stężenia białka jest niewystarczające, ponieważ część enzymu może być nieaktywna. Stężenie aktywnej trypsyny można oznaczyć poprzez zmiareczkowanie centrów aktywnych enzymu za pomocą NPGB XE "NPGB"  (p-nitrofenylo-4-guanidynobenzoesan) – rozdział 4.6.1 B.

4.5.4. Wpływ stężenia BApNA XE "BApNA"  na szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  katalizowanej przez trypsynę

Zasadę metody opisano szczegółowo w rozdziale 4.5.3.

Postępowanie

1.
Do 5 probówek odmierzyć kolejno 5, 10, 15, 20 i 30 µl roztworu BApNA. Próby uzupełnić 0,1 M buforem Tris-HCl o pH 8,0 z 20 mM CaCl2 do końcowej objętości 0,9 ml. Do probówki 6 (próba odczynnikowa) odmierzyć 0,9 ml buforu.

2.
Reakcję enzymatyczną rozpocząć przez dodanie do probówek 1–5 po 0,1 ml roztworu trypsyny. Do próby odczynnikowej w miejsce enzymu dodać 0,1 ml 1 mM HCl z 20 mM CaCl2. Reakcję prowadzić w temperaturze 25ºC.

3.
Dokładnie po 10 minutach reakcję enzymatyczną przerwać przez dodanie 0,5 ml 30% kwasu octowego.

4.
Odczytać absorbancję prób przy 410 nm wobec próby odczynnikowej.

5.
Wykreślić zależność A410 od stężenia substratu.

Materiały i odczynniki

roztwór trypsyny o stężeniu 60 µg/ml w 1 mM HCl z 20 mM CaCl2
· 80 mM roztwór BApNA XE "BApNA"  o stężeniu w DMSO (35 mg/ml)

· 0,1 M bufor Tris-HCl o pH 8,0 z 20 mM CaCl2
· 1 mM HCl z 20 mM CaCl2
· 30% kwas octowy

4.5.5. Wpływ pH na aktywność trypsyny

Zasadę metody opisano szczegółowo w rozdziale 4.5.3.
Postępowanie

1.
Do 6 probówek odmierzyć kolejno po 0,1 ml roztworu enzymu zawierającego 80 (g trypsyny w 1 ml. Każdą probówkę uzupełnić do 1 ml 0,1 M buforem Tris-HCl z 20 mM CaCl2 o pH 6,0–8,5 (co 0,5 jednostki pH).

2.
Próby wstawić do łaźni wodnej o temp. 25ºC.

3.
Po 5 minutach preinkubacji rozpocząć reakcję enzymatyczną przez dodanie 15 μl roztworu BApNA. Próby intensywnie wymieszać.

4.
Dokładnie po 10 minutach inkubacji enzymu z substratem reakcję przerwać przez dodanie 0,5 ml 30% kwasu octowego.

5.
Odczytać A410 wobec prób kontrolnych zawierających wszystkie składniki mieszaniny reakcyjnej z wyjątkiem enzymu. Wykreślić zależność wartości A410 od pH.

Materiały i odczynniki

· roztwór enzymu: około 2 mg trypsyny rozpuścić w 5 ml 1 mM HCl z 20 mM CaCl2; zmierzyć A280 i obliczyć rzeczywiste stężenie trypsyny (patrz rozdział 4.5.3); roztwór enzymu rozcieńczyć tak, aby zawierał 80 (g trypsyny w 1 ml

roztwór substratu: 80 mM BApNA w DMSO

· 30% kwas octowy

· 0,1 M bufory Tris-HCl o pH: 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 zawierające 20 mM CaCl2
Trypsyna i chymotrypsyna XE "chymotrypsyna"  – kinetyka enzymatyczna XE "trypsyna: kinetyka enzymatyczna" 

 XE "kinetyka enzymatyczna" 
4.5.6.  Parametry kinetyczne (KM XE "KM" , kkat XE "kkat" , kkat/KM XE "kkat/KM" ) hydrolizy BApNA XE "BApNA"  katalizowanej przez trypsynę


Celem ćwiczenia jest wyznaczenie parametrów: stałej Michaelisa (KM XE "KM" ), stałej szybkości reakcji (kkat XE "kkat" ) i stałej specyficzności reakcji (kkat/KM XE "kkat/KM" ) XE "stała specyficzności reakcji, kkat/KM "  hydrolitycznego rozkładu syntetycznego substratu – BApNA XE "BApNA"  – katalizowanego przez trypsynę. Trypsyna w środowisku obojętnym lub lekko zasadowym efektywnie przyspiesza hydrolizę BApNA do N-benzoilo-DL-argininy i p-nitroaniliny (pNA) (Rys. 4.14). Ilość p-nitroaniliny można oznaczyć spektrofotometrycznie przez pomiar absorbancji przy 410 nm, wykorzystując znajomość molowego współczynnika absorpcji – ( = 8 800 M-1cm-1.

Pomiar początkowej szybkości reakcji XE "szybkość początkowa reakcji, v0 "  enzymatycznej w funkcji stężenia substratu (v = f([BApNA XE "BApNA" ]) wykonuje sie w warunkach dużego nadmiaru substratu w stosunku do enzymu ([BApNA] >> [E0]) i przy stałym stężeniu enzymu ([E0] = const). Najpierw mierzy się początkową szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej jako przyrost ilości jednego z produktów reakcji – pNA – w czasie: v = d[pNA]/dt. Następnie do otrzymanych doświadczalnie punktów dopasowuje się krzywą zgodnie z modelem (równaniem) Michaelisa-Menten (patrz rozdział 4.4.1) i wyznacza parametry równania, jakimi są: stała Michaelisa XE "stała Michaelisa, KM "  (KM XE "KM" ) i szybkość maksymalna XE "szybkość maksymalna, Vmax"  reakcji (Vmax). Parametr kkat wyznacza się jako iloraz szybkości maksymalnej i stężenia enzymu: kkat XE "kkat"  = Vmax/[E0].

A. Wyznaczanie stężenia trypsyny przez pomiar absorbancji przy 280 nm

Postępowanie

1.
Do kuwety kwarcowej odmierzyć 2 ml wody i zarejestrować widmo absorpcyjne w zakresie 240 nm do 400 nm. Odczytać i zapisać wartość absorbancji przy 280 nm i 360 nm.

2.
Do kuwety dodać 50 (l roztworu trypsyny (D), dokładnie wymieszać i podobnie jak wyżej zarejestrować widmo oraz odczytać wartości absorbancji przy 280 nm i 360 nm.

3.
Odpowiednio odjąć od siebie zmierzone wartości i obliczyć róznicę pomiędzy absorbancją 280 i 360 nm. Przyjmując, że A280 roztworu trypsyny o stężeniu 1 mg/ml wynosi 1,5 oraz, że masa cząsteczkowa równa jest 24 000 Da, obliczyć stężenie wyjściowego roztworu trypsyny wyrażone w mg/ml i M.

B. Wyznaczanie stężenia trypsyny przez miareczkowanie centrów aktywnych enzymu za pomocą NPGB XE "NPGB" 
Chase T., Shaw E. (1970) Methods Enzymol. 19, 20-27.

Zasada metody


Jednym z etapów mechanizmu hydrolizy wiązań przez trypsynę jest tworzenie przejściowego, kowalencyjnego kompleksu enzymu z substratem – acyloenzymu. NPGB XE "NPGB"  (p-nitrofenylo-4-guanidynobenzoesan) jest „wybuchowym” (błyskawicznie reagującym), syntetycznym i drobnocząsteczkowym substratem, z którym enzym szybko tworzy acyloenzym. W wyniku hydrolizy wiązania estrowego do roztworu uwalnia się tylko barwny p-nitrofenol (Rys. 4.15), podczas gdy druga część substratu (guanidynobenzoesan) bardzo wolno zwalnia się z acyloenzymu, blokując trwale kieszeń wiążącą trypsyny przed dostępem kolejnej cząsteczki substratu. Tym sposobem ilość wolnego p-nitrofenolu w roztworze, wyznaczana przez pomiar absorbancji przy 410 nm (( = 16 595 M-1cm-1), jest miarą ilości aktywnych cząsteczek enzymu. Stężenia substratu i enzymu w mieszaninie reakcyjnej muszą być tak dobrane, aby [NPGB] ( 0,9 [E].
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Rys. 4.15 Reakcja hydrolizy NPGB XE "NPGB"  katalizowana przez trypsynę

Postępowanie

1.
Przygotować cztery plastikowe kuwety i odmierzyć do nich po 2 ml buforu weronalowego (A).

2.
Do kuwety z buforem dodać 10 (l 10 mM NPGB XE "NPGB"  (F), zakleić ją parafilmem, wymieszać zawartość, włożyć do spektrofotometru, wyzerować wskazanie aparatu i przez około 20 sekund rejestrować absorbancję przy 410 nm.

3.
Nie przerywając rejestracji wyjąć kuwetę z aparatu i dodać 50 (l roztworu trypsyny (D), wymieszać, włożyć do spektrofotometru i dalej rejestrować absorbancję przez około minutę.

4.
Odczytać absorbancję przed i po dodaniu enzymu do kuwety i z różnicy policzyć stężenie trypsyny w kuwecie i w roztworze wyjściowym.

5.
Wykonać pomiary dla pozostałych prób i policzyć średnią z czterech oznaczeń.

6.
Porównać stężenie oszacowane przez pomiar A280 z wyznaczonym przez miareczkowanie za pomocą NPGB XE "NPGB"  i obliczyć procentowy udział aktywnego enzymu w całkowitej ilości białka.

C. Wyznaczenie stężenia BApNA XE "BApNA"  poprzez jego całkowitą hydrolizę trypsyną

Zasada metody

W układzie enzym – substrat, w którym enzym sprawnie katalizuje przemianę substratu i spełniony jest warunek [E] ( [S] w krótkim czasie dochodzi do całkowitej hydrolizy substratu. Miarą stężenia substratu (BApNA XE "BApNA" ) jest zatem różnica A410 przed dodaniem odpowiedniej ilości trypsyny do kuwety z niewielką zawartością BApNA i po całkowitej jego hydrolizie. Stężenie substratu w mieszaninie reakcyjnej musi być tak dobrane, aby po całkowitej hydrolizie uzyskać A410 w miarodajnym zakresie, tzn. 0,05 < A410 < 1.

Postępowanie

1.
Obliczyć, jakie porcje wyjściowego roztworu substratu (E) i roztworu enzymu (D) wymiareczkowanego za pomocą NPGB XE "NPGB"  należy dodać do plastikowej kuwety z 2 ml buforu reakcyjnego, aby spełnić warunki określone wyżej (wyniki skonsultować z prowadzącym).

2.
Do trzech kuwet odmierzyć po 2 ml buforu reakcyjnego (B) i odpowiednią porcję roztworu BApNA (E).

3.
Kuwetę zakleić parafilmem, wymieszać zawartość, umieścić w spektrofotometrze, wyzerować aparat i rozpocząć rejestrację A410.

3.
Po około 20 sekundach kuwetę wyjąć z aparatu i dodać odpowiednią porcję roztworu trypsyny (D), wymieszać, włożyć ponownie do aparatu i dalej rejestrować A410, aż osiągnięcia stałej wartości (całkowita hydroliza substratu).

5.
Z różnicy A410 przed dodaniem enzymu do kuwety i A410 końcowej obliczyć stężenie substratu w kuwecie i roztworze wyjściowym.

6.
Wykonać pomiary dla pozostałych prób i policzyć średnią z trzech oznaczeń.

D. Zależność początkowej szybkości reakcji XE "szybkość początkowa reakcji, v0 "  enzymatycznej od stężenia substratu

Postępowanie

1.
Przygotować 30 ml roztworu trypsyny o stężeniu 2,510-7 M: do próbówki typu Falcon o pojemności 50 ml nalać trochę buforu reakcyjnego (B), dodać odpowiednią porcję (skonsultować z prowadzącym) wyjściowego roztworu enzymu (D) wymiareczkowanego za pomocą NPGB XE "NPGB"  i dopełnić do kreski buforem reakcyjnym. Dla podniesienia dokładności pomiaru dodawać porcję wyjściowego roztworu enzymu na wadze.

2.
Do 10 plastikowych kuwet odmierzyć po 2 ml buforu reakcyjnego z trypsyną, zakleić parafilmem i bezpośrednio przed pomiarem dodać do każdej kuwety z osobna odpowiednią porcję wyjściowego roztworu BApNA (E) tak, aby jego stężenie w poszczególnych kuwetach rozłożone było równomiernie między 2,510-4 M < [BApNA] < 510-3 M (skonsultować z prowadzącym).

3.
Po dodaniu porcji roztworu substratu do każdej kuwety należy energicznie wymieszać jej zawartość, włożyć do spektrofotometru, wyzerować, mierzyć A410 przez około 60–90 sekund i odczytać wartość początkowej szybkości reakcji (dA410/dt).

4.
Obliczyć stężenie substratu w każdej z kuwet.

5.
Odczytaną ze spektrofotometru wartość początkowej szybkości reakcji enzymatycznej (dA410/dt) wyrazić w d[pNA]/dt [mol/s].

6.
Obliczyć żądane parametry, przeprowadzając nieliniową analizę danych według modelu Michaelisa-Menten.

Materiały i odczynniki

· bufor weronalowy (A): 0,1 M weronal (barbituran sodu), 20 mM CaCl2, pH 8,3; przygotować 100 ml dla całej grupy ćwiczeniowej

· bufor reakcyjny (B): 0,1 M Tris, 20 mM CaCl2, 5% DMSO, pH 8,3; przygotować 200 ml dla całej grupy ćwiczeniowej

· 0,001 M HCl z 20 mM CaCl2 (C): przygotować 20 ml dla każdej grupy ćwiczeniowej

· roztwór trypsyny (D) : naważkę około 10 mg trypsyny rozpuścić w 1 ml 0,001 M HCl z 20 mM CaCl2 (C); podczas ćwiczeń przechowywać na lodzie lub w lodówce; po wykonaniu ćwiczenia rozpipetować po 100 (l do probówek Eppendorfa, dokładnie opisać (podać stężenie) i zamrozić; roztwór będzie wykorzystywany na kolejnych zajęciach; odczynnik przygotowuje każdy zespół

· roztwór BApNA XE "BApNA"  (E) – naważkę około 50 mg BApNA rozpuścić w około 500 (l DMSO; po zakończonych ćwiczeniach przechowywać w lodówce; roztwór będzie wykorzystywany na kolejnych ćwiczeniach; odczynnik przygotowuje każdy zespół

· 10 mM NPGB XE "NPGB"  w DMSO (F): każda grupa ćwiczeniowa przygotowuje 1 ml roztworu substratu

Uwagi


Przy wyższych stężeniach substratu w mieszaninie reakcyjnej może się on wytrącać z roztworu. Aby tego uniknąć bufor reakcyjny powinien zawierać do kilku procent DMSO, a nie może zawierać detergentów (np. Tritonu). Po dodaniu roztworu substratu należy bardzo energicznie wymieszać zawartość kuwety.

W równoległym doświadczeniu, dodając inhibitor do mieszaniny reakcyjnej, można wyznaczyć typ inhibicji i stałą inhibicji.

4.5.7. Wyznaczanie stężenia BPTI XE "BPTI"  przez miareczkowanie mianowanym roztworem trypsyny

Zasada metody

Eksperyment polega na wykreśleniu krzywej hamowania trypsyny przez BPTI XE "BPTI"  (kompetycyjny inhibitor trypsyny; patrz rozdział 3.13.6). Przy założeniu, że inhibitor wiąże się z enzymem w stosunku stechiometrycznym (1:1) prosta, liniowa zależność aktywności enzymu (Atrp) o dokładnie znanym stężeniu od objętości dodanego roztworu inhibitora (Atrp = f(VBPTI)) pozwala wyznaczyć dokładne stężenie inhibitora w dodawanym roztworze. Ekstrapolacja zależności Atrp = f(VBPTI) do punktu o zerowej aktywności enzymu pozwala obliczyć objętość roztworu inhibitora potrzebną do całkowitego zahamowania aktywności znanej porcji enzymu w roztworze.

Stężenia enzymu i inhibitora użyte w eksperymencie muszą być tak dobrane, aby były co najmniej 10-krotnie wyższe od stężenia równego stałej inhibicji (dysocjacji) – KI XE " stała inhibitorowa (dysocjacji), KI " 

 XE "KI"  – dla konkretnej pary enzym – inhibitor. Dla pary BPTI XE "BPTI"  – (-trypsyna XE "trypsyna"  w pH 8,0, w temp. 25ºC wartość KI wynosi 6,010-14 M.

A. Wyznaczenie stężenia BPTI XE "BPTI"  przez pomiar A280

Postępowanie

1.
Do kuwety kwarcowej o pojemności 1 ml odmierzyć 1 ml wody i zarejestrować widmo absorpcyjne w zakresie 240 nm do 400 nm. Odczytać i zapisać wartości absorbancji przy 280 nm i 360 nm.

2.
Do kuwety dodać 50 (l roztworu BPTI XE "BPTI"  (C) o stężeniu 5 mg/ml, dokładnie wymieszać i podobnie jak wyżej zarejestrować widmo i wartości absorbancji. Odpowiednio odjąć od siebie zmierzone wartości i obliczyć różnice pomiędzy absorbancją przy 280 i 360 nm. Przyjmując (280 =5 400 M-1cm-1 oraz masę cząsteczkową równą 6 500 Da obliczyć stężenie wyjściowego roztworu inhibitora wyrażone w mg/ml i M.

3.
Rozcieńczony roztwór inhibitora opisać i pozostawić do kolejnych ćwiczeń.

B. Miareczkowanie mianowanego roztworu trypsyny roztworem BPTI XE "BPTI" 
Postępowanie

1.
Do 10 plastikowych kuwet odmierzyć po 2 ml roztworu trypsyny w buforze reakcyjnym (B) o stężeniu około 2,510-7 M ([E0]).

2.
Do pierwszej kuwety nie dodawać roztworu inhibitora. Do kolejnych kuwet dodać odpowiednie porcje roztworu inhibitora tak, aby jego stężenie w poszczególnych kuwetach rozkładało się równomiernie w granicach 0,1[E0] ( [BPTI XE "BPTI" ] ( 0,9[E0]. W tym celu należy odpowiednio rozcieńczyć na wadze wyjściowy roztwór inhibitora (C) tak, aby dodawanie do kuwet planowanych jego porcji było obciążone możliwie małym błędem. Wszystkich obliczeń należy dokonać opierając się na stężeniu BPTI w wyjściowym roztworze wyznaczonym przez pomiar A280. Uzyskane wyniki skonsultować z prowadzącym. Kuwety zakleić parafilmem i wymieszać ich zawartość.

3.
Bezpośrednio przed pomiarem do każdej kuwety dodać 10 (l 0,1 M BApNA (D), wymieszać, włożyć do spektrofotometru, wyzerować aparat i mierzyć przyrost A410 przez około 60 sekund. Zapisać wynik w postaci początkowej szybkości reakcji (dA410/dt).

4.
Wykreślić zależność początkowej szybkości reakcji od objętości dodawanego roztworu inhibitora.

5.
Na podstawie równania prostej obliczyć objętość roztworu inhibitora, jaka powinna być dodana do roztworu enzymu, aby go całkowicie zahamować.

6.
Znając dokładne stężenie enzymu w kuwecie i zakładając, że trypsyna XE "trypsyna"  oddziałuje z BPTI XE "BPTI"  w stosunku 1:1, policzyć stężenie inhibitora w roztworze dodawanym do kuwet oraz w roztworze wyjściowym.

7.
Porównać wyznaczone stężenie BPTI XE "BPTI"  z oszacowanym na podstawie A280. Obliczyć procentowy udział aktywnego inhibitora w ilości białka wyznaczonej przez pomiar A280.

Materiały i odczynniki

· bufor reakcyjny (A): 0,1 M Tris, 20 mM CaCl2, pH 8,3; przygotować 200 ml dla całej grupy ćwiczeniowej

· roztwór trypsyny (B): przygotować dla każdego zespołu ćwiczeniowego 30 ml roztworu enzymu o stężeniu 2,510-7 M w sposób opisany w doświadczeniu 4.6.1 D

· roztwór BPTI XE "BPTI"  (C): naważkę około 2,5 mg inhibitora rozpuścić w 0,5 ml wody; po zakończonych ćwiczeniach roztwór rozpipetować po 100 (l do probówek Eppendorfa, dokładnie opisać i zamrozić; roztwór będzie wykorzystywany na kolejnych ćwiczeniach; odczynnik przygotowuje każdy zespół ćwiczeniowy

· 0,1 M BApNA w DMSO (D): przygotować 100 (l dla każdego zespołu ćwiczeniowego

· 0,1 M bufor weronalowy z 20 mM CaCl2, pH 8,3 z doświadczenia 4.6.1
· 10 mM NPGB XE "NPGB"  w DMSO z doświadczenia 4.6.1
4.5.8.  Pomiar równowagowej stałej asocjacji (Ka XE "Ka" ) oddziaływania (-chymotrypsyna XE "chymotrypsyna"  – BPTI XE "stała asocjacji, Ka " 

 XE "BPTI"  

Empie M., Laskowski, M., Jr. (1982) Biochemistry 21, 2274-2284.
Zasada metody


Stała równowagi reakcji tworzenia kompleksu enzym – inhibitor kompetycyjny  (E + I ( EI) dana jest wzorem: K = [EI]/[E][I] i nazywana jest stałą asocjacji (Ka XE "Ka" ). Odwrotność stałej asocjacji, nazywana stałą inhibicji (KI XE "KI" ): 1/Ka = KI = [E][I]/[EI], jest stałą równowagi reakcji rozpadu kompleksu enzym – inhibitor (EI ( E + I). Przekształcając wzór K = [EI]/[E][I] w kierunku wyprowadzenia wyrażenia na stężenie wolnego enzymu [E] otrzymujemy równanie:
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gdzie: [E0] – całkowite stężenie enzymu: [E0] = [E] + [EI], [I0] – całkowite stężenie inhibitora:        [I0] = [I] + [EI], [E] i [I] – odpowiednio, stężenie wolnego enzymu i wolnego inhibitora,                  [EI] – stężenie kompleksu enzym – inhibitor

Stałą asocjacji można zatem eksperymentalnie wyznaczyć jako parametr powyższego równania, mierząc stężenie wolnego enzymu [E] (resztkową aktywność enzymu) w kolejnych próbach w funkcji całkowitego stężenia inhibitora [I0] przy danym, stałym, całkowitym stężeniu mianowanego enzymu. Stężenie wolnego enzymu, pozostającego w równowadze z kompleksem enzym – inhibitor, można wyznaczyć mierząc jego aktywność i porównując ją z aktywnością mianowanego roztworu samego enzymu, bez dodatku inhibitora.


Eksperyment wyznaczenia Ka XE "Ka"  polega na tym, że do każdej z serii kuwet z roztworem enzymu o stałym, znanym stężeniu [E0] w buforze reakcyjnym należy dodać odpowiednie, wzrastające porcje roztworu inhibitora. Następnie w celu wykazania aktywności wolnego enzymu do każdej z kuwet dodać należy tę samą porcję substratu i zarejestrować początkową szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej. Planując taki eksperyment spełnić należy kilka dodatkowych warunków:

· eksperyment należy prowadzić w dolnym regionie krzywej hamowania enzymu przez inhibitor, przy takim stałym stężeniu całkowitym enzymu [E0], aby był spełniony warunek 2 < Ka XE "Ka" [E0] < 40

· stężenie całkowite inhibitora [I0] w kolejnych próbach powinno być równomiernie rozłożone w granicach: 0 ( [I0] ( 2[E0]; w przypadku bardzo słabego oddziaływania enzym – inhibitor (Ka XE "Ka"  ( 103 M-1) można zapomnieć o tym warunku i wymuszać tworzenie kompleksu wysokim stężeniem inhibitora

· przed dodaniem substratu do mieszaniny reakcyjnej należy być pewnym, że układ jest w stanie równowagi chemicznej, tzn. należy inkubować enzym z inhibitorem w buforze reakcyjnym przez czas (tink) około dziesięciokrotnie dłuższy od czasu połówkowego (t1/2) tworzenia kompleksu EI – tink = 10 t1/2, przy czym t1/2 = 1/kon[I0], gdzie kon jest stałą szybkości tworzenia kompleksu (dla oddziaływania chymotrypsyna XE "chymotrypsyna"  – BPTI XE "BPTI"  w warunkach prowadzonej reakcji kon = 3,7105 M-1s-1)

· substrat i jego stężenie muszą być dobrane adekwatnie do całkowitego stężenia enzymu [E0], przy jakim prowadzimy reakcje; gdy [E0] jest niskie (wysoka Ka XE "Ka" ) stosować należy substrat o bardzo dobrych parametrach kinetycznych (niskie KM XE "KM" , wysokie kkat XE "kkat" ), gdy [E0] jest wysokie (niska Ka) stosować należy substraty o słabych parametrach kinetycznych (wysokie KM, niskie kkat); stężenie substratu w mieszaninie reakcyjnej [S] powinno być od kilkuset do tysiąca razy wyższe od stężenia [E0].

A. Wyznaczanie stężenia roztworu chymotrypsyny przez pomiar absorbancji przy 280 nm

Postępowanie

1.
Do kuwety kwarcowej odmierzyć 2 ml wody i zarejestrować widmo absorpcyjne w zakresie 240 nm do 400 nm. Odczytać i zapisać wartość absorbancji przy 280 nm i 360 nm.

2.
Do kuwety dodać 50 (l roztworu chymotrypsyny (B), dokładnie wymieszać i podobnie jak wyżej zarejestrować widmo i odpowiednie wartości absorbancji.

3.
Odpowiednio odjąć od siebie zmierzone wartości i przyjmując dla chymotrypsyny (280 = 51 000 M-1cm-1 oraz masę cząsteczkową równą 25 000 Da obliczyć stężenie wyjściowego roztworu enzymu wyrażone w mg/ml i M.

B. Wyznaczanie stężenia roztworu chymotrypsyny przez miareczkowanie centrów aktywnych enzymu za pomocą NPGB XE "NPGB" 
Chase T., Shaw E. (1970) Methods Enzymol. 19, 20-27.

Zasada metody


Stężenie aktywnej chymotrypsyny w próbie oznacza się w sposób analogiczny do opisanego w rozdziale 4.6.1 B. Modyfikacja w stosunku do oznaczania stężenia trypsyny wynika z nietrwałego charakteru acyloenzymu tworzonego przez chymotrypsynę. Ze względu na szybszy rozkład acyloenzymu, po dodaniu chymotrypsyny do kuwety obserwujemy ciągły przyrost A410, zamiast stałej wartości A410 jak w przypadku miareczkowania trypsyny.

Postępowanie

1.
Do czterech plastikowych kuwet odmierzyć po 2 ml buforu weronalowego i 10 (l 10 mM NPGB XE "NPGB"  w DMSO.

2.
Poszczególne kuwety zakleić parafilmem, wymieszać zawartość, włożyć do spektrofotometru, wyzerować wskazanie aparatu i przez około 20 sekund rejestrować A410
3.
Nieprzerywając rejestracji wyjąć kuwetę z aparatu i dodać 50 (l roztworu chymotrypsyny (B). Wymieszać, włożyć do spektrofotometru i dalej rejestrować absorbancję przez około minutę.

4.
Odczytać absorbancję przed dodaniem substratu do kuwety oraz wyznaczyć absorbancję po dodaniu enzymu do kuwety, ekstrapolując krzywą opisującą wzrost A410 w czasie do momentu dodania enzymu do kuwety.

5.
Z różnicy A410 policzyć stężenie chymotrypsyny w kuwecie i w roztworze wyjściowym.

6.
Policzyć średnią z czterech oznaczeń. Porównać stężenie oszacowane przez pomiar A280 z wyznaczonym przez miareczkowanie za pomocą NPGB XE "NPGB"  i obliczyć procentowy udział aktywnego enzymu w całkowitej ilości białka.

C. Zależność stężenia wolnego enzymu [E] pozostającego w równowadze z inhibitorem od całkowitego stężenia inhibitora [I0]

Uwaga! Wykonując to doświadczenie należy bardzo starannie dodawać do kuwet zarówno roztwór inhibitora jak i substratu. Od dokładności pipetowania tych roztworów zależy wynik ćwiczenia.

Postępowanie

1.
Przygotować 25 ml roboczego roztworu chymotrypsyny: do probówki typu Falcon o pojemności 50 ml nalać buforu reakcyjnego (A), dodać odpowiednią porcję (skonsultować z prowadzącym) wyjściowego roztworu chymotrypsyny (B), aby stężenie enzymu w roztworze wynosiło 210-6 M i dopełnić do kreski buforem reakcyjnym.

2.
Do 10 plastikowych kuwet odmierzyć po 2 ml roboczego roztworu chymotrypsyny w buforze reakcyjnym, zakleić parafilmem.

3.
Do trzech, czterech pierwszych kuwet nie dodawać niczego ([E] = [E0]), a do kolejnych dodać takie porcje roztworu BPTI XE "BPTI"  (C), aby stężenie inhibitora w kolejnych kuwetach wzrastało równomiernie w granicach 0,2[E0] ( [BPTI] ( 2[E0] (skonsultować z prowadzącym ćwiczenia).
4.
Zawartość kuwet wymieszać i bezpośrednio przed pomiarem dodać do każdej 20 (l 250 mM Suc-Phe-pNA (D).

5.
Po dodaniu porcji roztworu substratu do każdej kuwety należy energicznie wymieszać jej zawartość, włożyć do spektrofotometru, wyzerować, mierzyć A410 przez około 60–90 sekund i odczytać wartość początkowej szybkości reakcji (dA410/dt).

6.
Obliczyć całkowite stężenie inhibitora [I0] w każdej z kuwet.

7.
Obliczyć stężenie wolnego enzymu [E] w każdej kuwecie, porównując zmierzoną początkową szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej (aktywność) w każdej kuwecie ze średnią z początkowych szybkości reakcji uzyskanych dla kuwet bez inhibitora, gdzie [E] = [E0].

8.
Obliczyć stałą asocjacji (Ka XE "Ka" ) oddziaływania (-chymotrypsyny z BPTI XE "BPTI" , przeprowadzając nieliniową analizę danych [E] = f([I0]) według równania przedstawionego na początku tego rozdziału.

Uwaga! O poprawności stałej asocjacji wyznaczonej tą metodą świadczy zgodność (dopuszczalny błąd rzędu 2-3%) wyznaczonych eksperymentalnie (wystandaryzowanych) całkowitych stężeń enzymu ([E0]) i inhibitora ([I0]) z obliczonymi na podstawie równania.

Materiały i odczynniki

· bufor reakcyjny (A): 0,05 M HEPES, 20 mM CaCl2, pH 7,5; przygotować 200 ml dla całej grupy ćwiczeniowej

· roztwór chymotrypsyny (B): naważkę około 10 mg chymotrypsyny rozpuścić w 1 ml 0,001 M HCl z 20 mM CaCl2; po wykonaniu ćwiczenia rozpipetować po 50 (l do probówek Eppendorfa, dokładnie opisać i zamrozić; roztwór będzie wykorzystywany na kolejnych ćwiczeniach; odczynnik przygotowuje każdy zespół

· roztwór BPTI (C): wykorzystać roztwór z doświadczenia 4.6.2; jeśli trzeba przygotować nowy roztwór inhibitora, to należy go zmiareczkować (rozdział 4.6.2 B); odczynnik przygotowuje każdy zespół

· 250 mM Suc-Phe-pNA w DMSO (D): przygotować 2,5 ml roztworu substratu dla całej grupy ćwiczeniowej i poporcjować po około 300 (l dla każdego zespołu ćwiczeniowego

Modyfikacja trypsyny i chymotrypsyny za pomocą PMSF XE "PMSF"  i TLCK XE "TLCK" 
Zasada metody


Wiele syntetycznych związków chemicznych reaguje z reaktywnymi grupami (np.: -OH, -NH2, -SH) łańcuchów bocznych reszt aminokwasowych, tworząc nieodwracalne, kowalencyjne kompleksy (bardziej lub mniej trwałe) i modyfikując właściwości białek, w tej liczbie enzymów. W zależności od budowy chemicznej związki te mogą być mniej lub bardziej selektywne w stosunku do reaktywnych grup białek i w stosunku do kieszeni wiążących substraty w enzymach. Tego typu modyfikacje mogą służyć identyfikacji reszt zaangażowanych w mechanizm katalizy enzymatycznej i klasyfikacji enzymów.

Budowę drobnocząsteczkowych nieodwracalnych inhibitorów: PMSF XE "PMSF"  (fenylometylosulfo-fluorku) i TLCK XE "TLCK"  (chlorometyloketon N(-tozylo-L-lizyny) przedstawiono na Rys. 4.16 i Rys. 4.17.
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	Rys. 4.16 PMSF XE "PMSF" 
	Rys. 4.17 TLCK XE "TLCK" 


A. Modyfikacja trypsyny za pomocą PMSF XE "PMSF" 
Postępowanie

1.
Roztwór trypsyny przeznaczony do modyfikacji (F) rozdzielić do dwóch probówek Eppendorfa na dwie porcje po około 0,25 ml.

2.
Do jednej dodać sześć porcji 50mM PMSF XE "PMSF"  (D) o objętości 5 (l w odstępach około 10. minutowych, przygodnie mieszać.

3.
Do drugiej porcji, stanowiącej kontrolę niemodyfikowanego enzymu, dodać 30 (l acetonu.

B. Modyfikacja chymotrypsyny za pomocą PMSF XE "PMSF" 
Postępowanie

1.
Roztwór chymotrypsyny przeznaczony do modyfikacji (H) rozdzielić do probówek Eppendorfa na dwie porcje po około 0,5 ml.

2.
Do jednej dodać sześć porcji 50 mM PMSF XE "PMSF"  (D) o objętości 10 (l w odstępach około 10. minutowych, przygodnie mieszać.

3.
Do drugiej porcji, stanowiącej kontrolę niemodyfikowanego enzymu, dodać 60 (l acetonu.

C. Modyfikacja trypsyny za pomocą TLCK XE "TLCK" 
Postępowanie

1.
Roztwór trypsyny przeznaczony do modyfikacji (G) rozdzielić do probówek Eppendorfa na dwie porcje i włożyć do łaźni lodowej (2ºC).

2.
Do jednej porcji dodać 50 (l roztworu TLCK XE "TLCK"  (E).

3.
Do drugiej porcji, stanowiącej kontrolę niemodyfikowanego enzymu, dodać 50 (l DMSO.

4.
Próby inkubować 60 minut w łaźni lodowej, mieszając od czasu do czasu.

D. Modyfikacja chymotrypsyny za pomocą TLCK XE "TLCK" 
Postępowanie

1.
Roztwór chymotrypsyny przeznaczony do modyfikacji (I) rozdzielić do probówek Eppendorfa na dwie porcje i włożyć do łaźni lodowej (2ºC).

2.
Do jednej porcji dodać 50 (l roztworu TLCK XE "TLCK"  (E), wymieszać.

3.
Do drugiej porcji, stanowiącej kontrolę niemodyfikowanego enzymu, dodać 50 (l DMSO.

4.
Próby inkubować 60 minut w łaźni lodowej, mieszając od czasu do czasu.

E. Oznaczanie aktywności trypsyny po modyfikacji PMSF XE "PMSF"  i TLCK XE "TLCK" 
Postępowanie

1.
Przygotować cztery plastikowe kuwety zawierające po 2 ml buforu reakcyjnego (B).

2.
Do kolejnych kuwet dodać po 50 (l roztworu trypsyny: niemodyfikowanej PMSF XE "PMSF"  (4.6.4 A), modyfikowanej PMSF (4.6.4 A), niemodyfikowanej TLCK XE "TLCK"  (4.6.4 C) oraz modyfikowanej TLCK (4.6.4 C). Kuwety zakleić parafilmem i wymieszać ich zawartość.

3.
Przy spektrofotometrze do każdej kuwety dodać 10 (l 0,1 M BApNA (J), wymieszać, włożyć do aparatu, wyzerować i przez jedną minutę śledzić przyrost A410. Zapisać początkową szybkość reakcji enzymatycznej, która jest miarą aktywności enzymu.

4.
Porównać wyniki dla prób z modyfikowaną i niemodyfikowaną trypsyną i obliczyć procent zahamowanego enzymu.

F. Oznaczanie aktywności chymotrypsyny po modyfikacji PMSF XE "PMSF"  i TLCK XE "TLCK" 

Postępować analogicznie jak w przypadku wykazywania aktywności trypsyny (rozdział 4.6.4 E) z tą różnicą, że do kuwet należy dodawać po 50 (l odpowiednio niemodyfikowanych i modyfikowanych roztworów chymotrypsyny (4.6.4 B i D) a jako substratu – 20 (l 250 mM Suc-Phe-pNA (K).

Materiały i odczynniki

· bufor do modyfikacji za pomocą PMSF (A): 0,1 M Tris, 0,1 M NaCl, 0,12 M CaCl2, 10% (v/v) metanol, pH 8,0; przygotować 50 ml dla całej grupy ćwiczeniowej

· bufor reakcyjny (B): 0,1 M Tris, 20 mM CaCl2, 5% (o/o) DMSO, pH 8,3 (B); przygotować 1 litr dla całej grupy ćwiczeniowej

· bufor do modyfikacji TLCK (C): do buforu reakcyjnego (B) dodać DMSO do końcowego stężenia 10% (o/o); przygotować 20 ml dla całej grupy ćwiczeniowej

· 50 mM PMSF XE "PMSF"  w acetonie (D): przygotować 1 ml dla całej grupy ćwiczeniowej

· roztwór TLCK XE "TLCK"  (E): około 1 mg inhibitora rozpuścić w 100 (l DMSO; przygotowuje każdy zespół ćwiczeniowy

· roztwór trypsyny do modyfikacji za pomocą PMSF (F): odpowiednio rozcieńczyć roztwór enzymu z doświadczenia 4.6.1, tak aby uzyskać 0,5 ml roztworu enzymu o stężeniu 1 mg/ml (około 4,210-5 M) w buforze do modyfikacji PMSF (A); w przypadku braku roztworu enzymu z poprzednich ćwiczeń, naważyć 1 mg trypsyny i rozpuścić w 1 ml buforu do modyfikacji (A); odczynnik przygotowuje każdy zespół ćwiczeniowy

· roztwór trypsyny do modyfikacji TLCK (G): odpowiednio rozcieńczyć roztwór enzymu przygotowany do doświadczenia 4.6.1, tak aby uzyskać 1 ml roztworu enzymu o stężeniu 1 mg/ml (około 4,210-5 M) w buforze do modyfikacji TLCK (C); roztwór włożyć do łaźni lodowej (2ºC); w przypadku braku roztworu enzymu z poprzednich ćwiczeń naważyć 1 mg trypsyny i rozpuścić w 1 ml buforu C; odczynnik przygotowuje każdy ćwiczeniowy

· roztwór chymotrypsyny do modyfikacji PMSF XE "PMSF"  (H): naważkę 10 mg enzymu rozpuścić w 1 ml buforu do modyfikacji PMSF (A); odczynnik przygotowuje każdy zespół ćwiczeniowy

· roztwór chymotrypsyny do modyfikacji za pomocą TLCK XE "TLCK"  (I): 10 mg enzymu rozpuścić w 1 ml buforu do modyfikacji TLCK (C); roztwór umieścić w łaźni lodowej (2ºC); odczynnik przygotowuje każdy zespół ćwiczeniowy

· 0,1 M BApNA w DMSO (J): odpowiednio rozcieńczyć roztwór BApNA przygotowany wcześniej (rozdział 4.6.1) lub przygotować świeży roztwór z odpowiedniej naważki BApNA; każdy zespół ćwiczeniowy przygotowuje 0,5 ml roztworu substratu

· 250 mM Suc-Phe-pNA w DMSO (K): każdy zespół ćwiczeniowy przygotowuje 0,1 ml roztworu substratu

4.6. Fosfatazy


Nazwą „fosfatazy XE "fosfatazy" ” określa się potocznie hydrolazy XE "hydrolazy"  monoestrów fosforanowych (fosfohydrolazy monoestrów fosforanowych, fosfomonoesterazy). Fosfatazy katalizują hydrolizę monoestrów fosforanowych według schematu:

R–O–PO3H2 + H2O SYMBOL 174 \f "Symbol" R–OH + H3PO4
R – reszta organiczna

Enzymy te należą więc do klasy hydrolaz (EC 3), działających na wiązania estrowe (podklasa 3.1) i hydrolizujących monoestry fosforanowe (pod-podklasa 3.1.3). Naturalnymi substratami dla fosfataz są estry fosforanowe białek, tłuszczowców, nukleotydów i wielu innych związków. Specyficzność fosfataz jest bardzo różnorodna. Wiele z nich to enzymy wysoce nieswoiste, tzn. nie wykazujące większej specyficzności względem części organicznej hydrolizowanego estru, inne hydrolizują tylko ściśle określone estry fosforanowe.

Obok funkcji hydrolitycznej, wiele fosfataz wykazuje funkcję transferazową, czyli zdolność przenoszenia reszt fosforanowych. Donorami reszt fosforanowych mogą być np. fosfoenolopirogronian, p-nitrofenylofosforan, glukozo-1-fosforan, zaś akceptorami alkohole, cukry i inne związki.


Wśród fosfomonoesteraz występuje grupa enzymów działająca optymalnie w warunkach zasadowych (pH ok. 9,0), zwana fosfatazami zasadowymi, oraz grupa o optimum pH XE "enzymy: optimum pH"  w zakresie kwaśnym (pH ok. 5,0) – fosfatazy XE "fosfatazy"  kwaśne XE "fosfatazy: kwaśne" .


Fosfatazy zasadowe XE "fosfatazy: zasadowe"  (EC 3.1.3.1), są enzymami szeroko rozpowszechnionymi u Prokaryota, zwierząt bezkręgowych i kręgowców, natomiast w niewielkiej ilości występują u roślin wyższych. Zasadowa fosfataza ssaków, w tym fosfataza ludzka, występuje w postaci kilku izoenzymów charakterystycznych dla niektórych organów lub tkanek, np. wątroby, kości, łożyska. Różnią się one właściwościami fizykochemicznymi (masa molowa, optimum pH XE "enzymy: optimum pH"  działania, podatność na inhibicję, ruchliwość elektroforetyczna). Enzymy te pełnią istotne funkcje m.in. w procesie kostnienia, wchłaniania cukrów w jelicie i w kanalikach nerkowych oraz w procesach transportu fosforanu. Fosfataza zasadowa wymaga dla pełnej aktywności obecności jonów magnezu; jej aktywatorami XE „enzymy: aktywatory" 

 XE "aktywatory enzymów" , mogą być kationy manganu i kobaltu. Hamowanie aktywności enzymatycznej zachodzi w obecności produktu reakcji – anionu fosforanowego.


Aktywność fosfatazową związaną z obecnością izoenzymów tkankowych wykazują także płyny ustrojowe. Oznaczenie aktywności fosfatazy XE "fosfatazy"  zasadowej w surowicy krwi ma znaczenie diagnostyczne. Surowica dorosłych ludzi zawiera głównie enzym pochodzenia wątrobowego, mniejsze ilości formy jelitowej (ok. 20%) oraz śladowe ilości enzymu pochodzenia kostnego. W surowicy dzieci fosfataza pochodzenia kostnego występuje w większych ilościach. Aktywność całkowita fosfatazy zasadowej w surowicy wzrasta w niektórych stanach patologicznych, zwłaszcza w przypadku chorób układu kostnego. Zaburzeniu ulegają także proporcje ilościowe pomiędzy izoenzymami tkankowymi. Wartości znacznie przekraczające normę dla aktywności tego enzymu (20–40-krotnie) obserwuje się np. przy pierwotnym nowotworze kości i przerzutach nowotworów gruczołu sterczowego do kości. W schorzeniach tych wzrasta głównie aktywność formy kostnej enzymu. Fosfataza pochodzenia łożyskowego występuje w surowicy kobiet ciężarnych, a poziom jej aktywności jest markerem prawidłowego funkcjonowania łożyska w czasie ciąży.


Fosfatazy zasadowe XE "fosfatazy: zasadowe"  występujące u roślin odróżnia od fosfataz zwierzęcych absolutna specyficzność XE "enzymy: specyficzność"  substratowa. Ich przykładem są cytosolowe fosfatazy XE "fosfatazy"  biorące udział w procesie syntezy sacharozy z fosfotrioz.


Fosfatazy kwaśne XE "fosfatazy: kwaśne"  (EC 3.1.3.2) są szeroko rozpowszechnione u wszystkich organizmów żywych. Stanowią one dużą grupę enzymów, zróżnicowanych pod względem strukturalnym i funkcjonalnym. Nawet w obrębie jednej tkanki aktywność kwaśnej fosfatazy XE "fosfatazy"  wykazuje bardzo często kilka różnych enzymów. Bez względu na źródło pochodzenia ich wspólną cechą jest zwykle niska specyficzność XE "enzymy: specyficzność"  substratowa. Fosfatazy kwaśne, w odróżnieniu od fosfataz zasadowych, nie wymagają obecności jonów magnezu dla swojej aktywności, choć wiele z nich może być aktywowanych przez kationy dwuwartościowe (magnezu, wapnia, manganu). Typowymi inhibitorami tej grupy enzymów są m.in. fosforany, winiany i fluorki.


W komórkach eukariotycznych fosfataza kwaśna zlokalizowana jest głównie w lizosomach, dlatego jest ona enzymem markerowym tych organelli. W diagnostyce klinicznej istotne znaczenie ma fosfataza z gruczołu sterczowego. Jej aktywność w surowicy krwi znacznie wzrasta w stanach nowotworowych pozwalając na wczesne rozpoznanie tego schorzenia za pomocą badania laboratoryjnego.


Kwaśne fosfatazy XE "fosfatazy"  roślinne, w przeciwieństwie do roślinnych fosfataz alkalicznych, nie wykazują absolutnej specyficzności substratowej. Pomimo tego wyodrębnia się dwie kategorie tych enzymów w oparciu o ich względną selektywność substratową. Do pierwszej należą enzymy zupełnie niespecyficzne lub o specyficzności bardzo niskiej, którym przypisywana jest ogólna funkcja w transporcie i przemianach fosforanu. Do drugiej należą enzymy o zdefiniowanej (choć nie absolutnej) specyficzności substratowej, które prawdopodobnie pełnią ściśle określone funkcje metaboliczne, np. fosfataza 3-fosfoglicerynianowa lub fosfataza fosfoenolopirogronianowa.

4.6.1. Preparacja fosfatazy kwaśnej z bulw ziemniaków XE "fosfatazy: kwaśne: preparacja z bulw ziemniaków " 
Zasada metody


W preparacji fosfatazy metodą przedstawioną poniżej wykorzystano m.in. chromatografię jonowymienną na DEAE- XE "DEAE-celuloza" celulozie w pH 7,5 oraz filtrację żelową na Bio-Gel P-150 XE "Bio-Gel " . Zasady rozdziału białek w obydwóch typach chromatografii przedstawiono odpowiednio w rozdziałach 3.13.1 i 3.9.8.

Postepowanie

Ekstrakcja i wytrącanie białek XE "wytrącanie białek"  etanolem

1.
Jeden ziemniak (ok. 100 g) wymyć zimną, bieżącą wodą, obrać, pokroić w drobną kostkę, a następnie zalać 0,1 M buforem octanowym o pH 3,6 z dodatkiem 3 mM disiarczanu (IV) potasu K2S2O5 (pirosiarczyn potasu). Objętość buforu powinna stanowić połowę objętości ziemniaków.

2.
Po schłodzeniu do temp. 4ºC mieszaninę poddać homogenizacji i odstawić do zamrażarki na 10 minut, przygodnie mieszając. Po tym czasie homogenat przecisnąć przez podwójną gazę.

3.
Uzyskany przesącz wirować w temp. 4ºC (15 minut, ok. 3 000 obr./min). W klarownym supernatancie oznaczyć A280 oraz aktywność kwaśnej fosfatazy (rozdział 4.7.3.2).

4.
Do probówki Eppendorfa odmierzyć 1 ml supernatantu wyjściowego (Preparat 1) i pozostawić w zamrażarce.

5.
Zmierzyć objętość supernatantu i dodać do niego wymrożonego etanolu do końcowego stężenia 60%. Pozostawić do wytrącenia białek na 15 minut w temp. 4ºC.

6.
Zawiesinę odwirować. Supernatant odrzucić, a osad zawiesić w 10 ml wody destylowanej i przenieść do worka dializacyjnego. Preparat dializować wobec wody destylowanej przez ok. 20 godz. w temp. 4ºC (objętość roztworu w czasie dializy może wzrosnąć około trzykrotnie, dlatego należy dobrać worek dializacyjny o odpowiedniej wielkości).

7.
Zawartość worka dializacyjnego odwirować w warunkach jak wyżej. Osad odrzucić. Zmierzyć objętość supernatantu (Preparat 2), oznaczyć w nim A280 oraz aktywność kwaśnej fosfatazy (rozdział 4.7.3.2).

8.
Z supernatantu oznaczonego jako Preparat 2 pobrać porcję o objętości 1 ml i zamrozić w probówce Eppendorfa. Pozostałość preparatu zamrozić w całości.

Chromatografia jonowymienna XE "chromatografia: jonowymienna"  na DEAE- XE "DEAE-celuloza" celulozie

1.
Kolumnę o wymiarach 5010 mm wypełnić DEAE- XE "DEAE-celuloza" celulozą i zrównoważyć 50 mM Tris-HCl, pH 7,5.

2.
Na kolumnę nanieść 1,5 ml Preparatu 2 (Jeżeli preparat po rozmrożeniu jest mętny, należy go przesączyć przez mały sączek).

3.
Białka nieadsorbujące się wymywać 50 mM Tris-HCl, pH 7,5, aż do zaniku A280 w wycieku z kolumny; zbierać frakcje o objętości 5 ml.

4.
Elucję białek zaadsorbowanych prowadzić 0,2 M Tris-HCl pH 7,5, zbierając 2 ml frakcje przy szybkości wypływu 1 ml/min.

5.
W poszczególnych frakcjach oznaczyć A280. We frakcji o najwyższej absorbancji przy 280 nm oznaczyć aktywność kwaśnej fosfatazy (rozdział 4.7.3.2).

6.
Podać aktywność właściwą kwaśnej fosfatazy dla białek Preparatu 1, Preparatu 2 oraz szczytowej frakcji białek adsorbujących się na DEAE- XE "DEAE-celuloza" celulozie (Preparat 3).

7.
Na podstawie powyższych oznaczeń obliczyć aktywność właściwą, stopień oczyszczenia oraz wydajność preparacji. Wyniki zebrać w tabeli zamieszczonej na str. 145.
Uwaga! Jeżeli planowane jest dalsze oczyszczanie preparatu kwaśnej fosfatazy XE "fosfatazy"  drogą sączenia molekularnego należy:

· oznaczyć aktywność kwaśnej fosfatazy w poszczególnych frakcjach (rozdział 4.7.3.2),

· wykreślić profil elucji białka oraz aktywności fosfatazowej.

Frakcje o najwyższej aktywności właściwej połączyć, dializować przez 24 godz. do 50 mM Tris-HCl, pH 7,5, a następnie zliofilizować.

Sączenie molekularne na Bio-Gel P-150 XE "Bio-Gel " 
Postępowanie

1.
Kolumnę o wymiarach 90010 mm wypełnić napęczniałym Bio-Gel P-150 XE "Bio-Gel "  i zrównoważyć złoże 50 mM Tris-HCl o pH 7,5.

2.
Zliofilizowany preparat fosfatazy kwaśnej (oczyszczony w chromatografii jonowymiennej na DEAE- XE "DEAE-celuloza" celulozie) rozpuścić w 2,5 ml 50 mM Tris-HCl, pH 7,5. Zamrozić 0,5 ml (Preparat 4), a resztę nanieść na kolumnę.

3.
Prowadzić elucję 50 mM Tris-HCl, pH 7,5; zbierając 3,5 ml frakcje przy szybkości wypływu 10 ml/godz.

4.
W poszczególnych frakcjach oznaczyć spektrofotometrycznie białko przez pomiar absorbancji przy 280 nm i aktywność fosfatazową (rozdział 4.7.3.2).

5.
Wykreślić profil elucji białka i aktywności fosfatazowej. Zebrać frakcje o najwyższej aktywności właściwej.

Materiały i odczynniki

· 0,1 M bufor octanowy o pH 3,6 z dodatkiem 3 mM disiarczanu (IV) potasu (pirosiarczyn potasu) 

· etanol wymrożony

0,2 M oraz 50 mM bufor Tris-HCl o pH 7,5 

· DEAE- celuloza

· Bio-Gel P-150

Bilans preparacji fosfatazy kwaśnej ze 100 g bulwy ziemniaka

	PREPARAT
	OBJĘTOŚĆ V

[ml]
	BIAŁKO
	AKTYWNOŚĆ KWAŚNEJ FOSFATAZY
	STOPIEŃ

OCZYSZCZENIA
	WYDAJNOŚĆ

[%]

	
	
	rozcieńczenie
	A280
	mg/ml *
	białko

całkowite

[mg]
	objętość pobrana

do testu enzyma-

tycznego
	(A410
	SYMBOL 109 \f "Symbol"mole zwolnionego

pNP
	J/ml **
	aktywność całkowita [J]
	aktywność właściwa

[ J/mg ]
	
	

	Preparat 1

(supernatant wyjściowy)
	
	20 x
	
	
	
	10 (l

20 (l

50 (l
	
	
	
	
	
	
	

	Preparat 2

(nanoszony na DEAE-c XE "DEAE-celuloza" elulozę)
	
	3 x
	
	
	
	10 (l
	
	
	
	
	
	
	

	Preparat 3

(szczytowe

frakcje białek

zaadsorbowanych

na DEAE–celulozie)
	
	bez rozcień

czania
	
	
	
	20–100 (l
	
	
	
	
	
	
	


* Przyjmujemy, że średni współczynnik absorpcji właściwej tych białek a280 = 1, tzn. roztwór białka o stężeniu 1 mg/ml ma A280 równą 1. 

** Jedna jednostka aktywności fosfatazowej (J) odpowiada takiej ilości enzymu, która zwalnia 1 (mol p-nitrofenolu w ciągu 1 minuty w temperaturze 37ºC.

Identyfikacja aktywności fosfatazy kwaśnej w elektroforogramach

Zasada metody


W materiale biologicznym poddanym elektroforezie w żelu poliakryloamidowym XE „elektroforeza: w żelu poliakryloamidowym (PAGE)"  w warunkach natywnych XE "elektroforeza: w warunkach natywnych"  można wykryć aktywność fosfatazy XE "fosfatazy"  kwaśnej. Obecny w żelu natywny enzym hydrolizuje fosforan SYMBOL 97 \f "Symbol"-naftolu. Powstały w reakcji SYMBOL 97 \f "Symbol"-naftol, w reakcji sprzęgania diazowego z solą Fast Blue B daje produkt o czerwonobrunatnym zabarwieniu. W analogiczny sposób w elektroforogramach można identyfikować aktywność fosfatazy zasadowej (rozdział 3.11.1.3).

Postępowanie

1.
Przeprowadzić analizę Preparatu 3 uzyskanego w doświadczeniu 4.7.1 metodą elektroforezy w żelu poliakryloamidowym opisanej w rozdziale 3.11.1, nanosząc na żel preparat o aktywności ok. 0,1 J (aktywność oznaczyć metodą opisaną w rozdziale 4.7.3.2).

2.
Żel inkubować 3 razy po 20 minut w 0,2 M buforze octanowym o pH 5,0 (warunki optymalne dla aktywności katalitycznej enzymu).

3.
Żel inkubować w świeżo przygotowanym roztworze substratu w temperaturze 37ºC do momentu pojawienia się czerwonobrunatnych pasm.

4.
Reakcję zahamować przez przeniesienie żelu do 7% roztworu kwasu octowego.

Materiały i odczynniki

· SYMBOL 97 \f "Symbol"-naftylofosforan sodu

· Fast Blue B

· roztwór substratu: 1 mg SYMBOL 97 \f "Symbol"-naftylofosforanu sodu i 0,6 mg Fast Blue B rozpuścić w 1 ml 0,2 M buforu octanowego o pH 5,0; roztwór, przed użyciem przesączyć

· 0,2 M bufor octanowy o pH 5,0

· 7% kwas octowy

4.6.2. Oznaczanie aktywności fosfataz kwaśnych i zasadowych

Aktywność fosfataz oznacza się zazwyczaj przy użyciu substratów syntetycznych takich jak p-nitrofenylofosforan, SYMBOL 97 \f "Symbol"- i SYMBOL 98 \f "Symbol"-glicerofosforan, fenylofosforan, oraz SYMBOL 97 \f "Symbol"- i SYMBOL 98 \f "Symbol"-naftylofosforan. Miarą aktywności enzymu jest ilość uwolnionego nieorganicznego fosforanu lub uwolnionej reszty organicznej estru fosforanowego.

4.6.2.1. Oznaczanie aktywności fosfatazy zasadowej w surowicy krwi

Bessey O.A., Lowry D.H., Brock A. (1946) J. Biol. Chem. 164, 321–324.

Zasada metody


Fosfataza w środowisku zasadowym hydrolizuje fosforan p-nitrofenolu (pNPP XE "pNPP" ) do wolnego fosforanu i p-nitrofenolu (pNP) (Rys. 4.18). pNP ma w środowisku silnie alkalicznym żółte zabarwienie i jego ilość oznacza się kolorymetrycznie przez pomiar absorbancji przy 410 nm.
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Rys. 4.18 Reakcja hydrolizy fosforanu p-nitrofenolu katalizowana przez fosfatazy XE "fosfatazy" 

Ilość p-nitrofenolu zwolnionego w czasie reakcji jest miarą aktywności enzymu. Za jednostkę aktywności fosfatazy XE "fosfatazy"  zasadowej przyjmujemy taką jego ilość, która zwalnia 1 mmol p-nitrofenolu w ciągu 1 godziny w warunkach metody. 1 jednostka Bessey'a odpowiada ilości mmoli uwolnionego p-nitrofenolu przez enzym zawarty w 1 litrze surowicy, w ciągu 1 godziny inkubacji w warunkach metody.

Wykonanie krzywej standardowej dla p-nitrofenolu

1.
10 mM wzorcowy roztwór p-nitrofenolu (pNP) rozcieńczyć wodą 20 razy (uzyska się w ten sposób 0,5 mM standardowy roztwór pNP).

2.
Do kolejnych probówek odmierzyć podane w tabeli ilości 0,5 mM roztworu pNP i uzupełnić wodą do 2 ml.

	nr probówki
	pNP

[ml]
	H2O

[ml]
	ilość SYMBOL 109 \f "Symbol"moli

pNP w próbie
	A410

	0 (próba ślepa)
	–––
	2,0
	–––
	–––

	1
	0,2
	1,8
	0,1
	

	2
	0,4
	1,6
	0,2
	

	3
	0,6
	1,4
	0,3
	

	4
	0,8
	1,2
	0,4
	

	5
	1,0
	1,0
	0,5
	


3.
Do prób dodać po 5 ml 0,1 M NaOH i dokładnie wymieszać.

4.
Odczytać absorbancję poszczególnych prób przy 410 nm wobec próby odczynnikowej.

5.
Z uzyskanych wyników wykreślić krzywą standardową (zależność A410 od ilości (moli pNP w próbie).

Wykonanie oznaczenia

1.
Przygotować:

· ślepą próbę odczynnikową zawierającą 1 ml 0,1M buforu glicynowego o pH 10,4 z 1 mM MgCl2 (bufor reakcyjny)

· próby badane, zawierające 0,2 ml roztworów surowicy o różnym stopniu rozcieńczenia i 0,8 ml buforu reakcyjnego

· próby kontrolne, zawierające 0,8 ml buforu reakcyjnego

· roztwór substratu – 10 mM roztwór fosforanu p-nitrofenolu (pNPP)

2.
Wszystkie próby oraz roztwór substratu preinkubować 5 minut w łaźni wodnej o temperaturze 37ºC.

3.
Rozpocząć reakcję enzymatyczną, dodając kolejno do wszystkich prób po 1 ml 10 mM pNPP).

4.
Dokładnie po 10 minutach reakcję przerwać przez dodanie 5 ml 0,1 M NaOH.

5.
Do prób kontrolnych dodać 0,2 ml roztworów surowicy.

6.
Odczytać A410 prób badanych i kontrolnych wobec ślepej próby odczynnikowej.

7.
Od wartości A410 prób badanych odjąć wartości uzyskane dla prób kontrolnych (jeśli wartości A410 prób kontrolnych są bliskie zera, można wykonywanie tych prób pominąć).

8.
Z krzywej standardowej odczytać ilość pNP zwolnionego w czasie reakcji. Obliczyć aktywność fosfatazy XE "fosfatazy"  zasadowej w jednostkach na 1 l surowicy (jednostki Bessey'a).

Materiały i odczynniki

wzorcowy roztwór p-nitrofenolu – 10 mM wodny roztwór p-nitrofenolu (pNP): 139,1 mg/100 ml

· 10 mM roztwór p-nitrofenylofosforanu sodu (pNPP XE "pNPP" ) w buforze reakcyjnym; roztwór przygotować na świeżo

· bufor reakcyjny: 0,1M bufor glicyna-NaOH o pH 10,4 z 1 mM MgCl2: przechowywać w lodówce

0,1 M NaOH

· surowica wieprzowa lub bydlęca

4.6.2.2. Oznaczanie aktywności fosfatazy kwaśnej wobec fosforanu p-nitrofenolu metodą nieciągłą

Zasada metody


Enzym w środowisku kwaśnym hydrolizuje fosforan p-nitrofenolu (pNPP XE "pNPP" ) do wolnego fosforanu i p-nitrofenolu (pNP), który po zalkalizowaniu próby przyjmuje żółte zabarwienie. Ilość p-nitrofenolu zwolnionego w reakcji mierzona przy 410 nm jest miarą aktywności enzymu.


Schemat reakcji hydrolizy pNPP XE "pNPP"  został przedstawiony w poprzednim rozdziale (Rys. 4.18). Za jedną jednostkę aktywności fosfatazowej przyjęto taką ilość enzymu, która zwalnia 1 μmol p-nitrofenolu w ciągu 1 minuty w temperaturze 37ºC.

Wykonanie krzywej standardowej dla p-nitrofenolu
1.
10 mM roztwór wzorcowy pNP rozcieńczyć wodą 20 razy (uzyska się w ten sposób 0,5 mM standardowy roztwór pNP).

2.
Do kolejnych probówek odmierzyć podane w tabeli poniżej ilości 0,5 mM roztworu pNP i uzupełnić 0,1 M buforem octanowym o pH 5,1 do końcowej objętości 1 ml.

	nr probówki
	pNP

[ml]
	bufor

[ml]
	ilość SYMBOL 109 \f "Symbol"moli

pNP w próbie
	A410

	0 (próba odczynnikowa)
	–
	1
	–
	–

	1
	0,1
	0,9
	0,05
	

	2
	0,2
	0,8
	0,10
	

	3
	0,3
	0,7
	0,15
	

	4
	0,4
	0,6
	0,20
	

	5
	0,5
	0,5
	0,25
	


3.
Do wszystkich prób dodać po 5 ml 0,1 M NaOH i dokładnie wymieszać.

4.
Odczytać A410 poszczególnych prób wobec próby odczynnikowej.

5.
Z uzyskanych wyników wykreślić krzywą standardową (zależność A410 od ilości (moli pNP w próbie).

Wykonanie oznaczenia

1.
Przygotować:

· próby badane i kontrolne zawierające enzym w objętości 0,5 ml

Uwaga! W czasie oznaczania aktywności preparatów kwaśnej fosfatazy uzyskanych w doświadczeniu 4.7.1, pobrane objętości enzymu należy uzupełniać do końcowej objętości 0,5 ml 0,1 M buforem octanowym o pH 5,1

· próbę odczynnikową zawierającą 0,5 ml 0,1 M buforu octanowego o pH 5,1

· roztwór substratu: 10 mM pNPP w 0,1 M buf. octanowym o pH 5,1

2.
Wszystkie próby oraz roztwór substratu preinkubować 5 minut w łaźni wodnej o temperaturze 37ºC.

3.
Rozpocząć reakcję enzymatyczną dodając kolejno do próby odczynnikowej i prób badanych po 0,5 ml substratu.

4.
Dokładnie po 10 minutach reakcję przerwać przez dodanie 5 ml 0,1 M NaOH.

5.
Do prób kontrolnych dodać najpierw 5 ml 0,1 M NaOH, a następnie 0,5 ml substratu.

6.
Odczytać A410 prób badanych i kontrolnych wobec próby odczynnikowej.

7.
Od wartości A410 prób badanych odjąć wartości uzyskane dla prób kontrolnych (jeśli wartości A410 prób kontrolnych są bliskie zera, można wykonywanie tych prób pominąć).

8.
Z krzywej standardowej odczytać ilość pNP zwolnionego w czasie reakcji.

Materiały i odczynniki

· standardowy 10 mM roztwór p-nitrofenolu – pNP: 139,1 mg/100 ml H2O

· roztwór substratu: 10 mM p-nitrofenylofosforan sodu (pNPP) w buforze reakcyjnym; roztwór przygotować na świeżo

· bufor reakcyjny: 0,1 M bufor octanowy o pH 5,1

· 0,1 M NaOH

4.6.2.3. Przyrost ilości produktu w czasie reakcji katalizowanej przez fosfatazę kwaśną
Zasadę metody opisano szczegółowo w rozdziale 4.7.3.1 oraz 4.7.3.2.

Postępowanie

Przygotowanie roztworu kwaśnej fosfatazy

Kawałek ziemniaka (umytego i obranego) zetrzeć na tarce i dodać do niego równą objętość buforu A, wymieszać bagietką i całość przesączyć na lejku przez karbowany sączek. Zebrać przesącz.

Wykonanie oznaczenia

1.
Przygotować próby reakcyjne: do pięciu probówek (4 próby badane i 1 próba kontrolna) odmierzyć po 0,5 ml roztworu enzymu (uzyskanego przesączu).

2.
Przygotować roztwór substratu: 10 mM pNPP w 0,1 M buf. octanowym o pH 5,1.

3.
Rozpocząć reakcję enzymatyczną dodając kolejno do prób badanych po 0,5 ml substratu. Całość wymieszać. Zanotować czas. Reakcję prowadzić w temperaturze pokojowej.

4.
Reakcję przerwać dodając po 5 ml 0,1 M NaOH:

a)
Do probówki nr 1 – po 2 minutach

b)
Do probówki nr 2 – po 4 minutach

c)
Do probówki nr 3 – po 6 minutach

d)
Do probówki nr 4 – po 8 minutach

e)
Do próby kontrolnej dodać najpierw 5 ml 0,1 M NaOH, a następnie 0,5 ml roztworu substratu.

5.
Odczytać wartość A410 prób badanych wobec próby kontrolnej. Z krzywej standardowej (patrz rozdział 4.7.3.2) odczytać ilość uwolnionego pNP.

6.
Wykreślić zależność ilości uwolnionego produktu (pNP) od czasu reakcji.

Materiały i odczynniki

· bufor A: 0,1 M bufor octanowy o pH 3,6, zawierający 3 mM disiarczan (IV) potasu K2S2O5 (pirosiarczyn potasu)

· bufor reakcyjny: 0,1 M bufor octanowy o pH 5,1

· roztwór substratu: 10 mM p-nitrofenylofosforan sodu (pNPP XE "pNPP" ) w buforze reakcyjnym; roztwór przygotować na świeżo

· 0,1 M NaOH

4.6.2.4. Oznaczanie aktywności fosfatazy kwaśnej wobec 1-naftylofosforanu metodą ciągłą

Luchter-Wasylewska E. (1997) Acta Biochim. Polon. 44, 853–859.

Zasada metody


W testach oznaczania aktywności fosfatazy kwaśnej stosuje się różne monoestry fosforanowe. Standardową metodą oznaczania aktywności tego enzymu jest metoda kolorymetryczna, z użyciem pNPP XE "pNPP"  jako substratu (rozdział 4.7.3.2), w której wykorzystuje się absorbancję produktu (pNP) w środowisku zasadowym. Jest to przykład metody nieciągłej oznaczania aktywności enzymu, gdzie pomiaru ilości produktu dokonuje się po zahamowaniu reakcji enzymatycznej. Znanych jest także kilka metod spektrofotometrycznych oraz fluorometrycznych ciągłego pomiaru aktywności fosfatazy kwaśnej, polegających na pomiarze przyrostu stężenia produktu w czasie trwania reakcji enzymatycznej. Wykorzystuje się w nich takie substraty jak: fenylofosforan,                     o-karboksyfenylofosforan, fosfotyrozynę, 2,6-dichloro-4-nitrofenylofosforan oraz                1-naftylofosforan.


W eksperymencie przedstawionym poniżej wykorzystano 1-naftylofosforan, hydrolizowany przez kwaśną fosfatazę zgodnie z reakcją przedstawioną na Rys. 4.19.
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Rys. 4.19 Reakcja hydrolizy 1-naftylofosforanu  katalizowana przez kwaśną fosfatazę


Metoda oznaczania aktywności enzymu wobec 1-naftylofosforanu opiera się na pomiarze zmian A320 w czasie trwania reakcji enzymatycznej, wynikających z przyrostu stężenia 1-naftolu (produkt reakcji). Pomiar ten jest możliwy dzięki dużej różnicy pomiędzy współczynnikami absorpcji substratu i produktu przy tej długości fali (patrz widmo absorpcyjne 1-naftylofosforanu i 1-naftolu, Rys. 4.20).
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Rys. 4.20 Widma absorpcyjne 0,2 mM 1-naftolu (—) oraz 0,2 mM 1-naftylofosforanu (– –) w 50 mM buforze octanowym o pH 4,5

wg Luchter-Wasylewska E, 1997

Postępowanie
1.
Przygotować spektrofotometr do pomiaru przy długości fali 320 nm.

2.
Do 1,9 ml roztworu substratu dodać enzym w objętości 0,1 ml (próbę enzymu rozcieńczyć tak, aby zawierała 0,1–0,2 J enzymu, wg standardowego oznaczenia wobec pNPP – patrz rozdział 4.7.3.2).

3.
Mieszaninę reakcyjną szybko wymieszać, przenieść do kuwety, zanotować wyjściową absorbancję A320. Reakcję prowadzić w temp. pokojowej przez 5–10 minut, odczytując zmiany A320 co 30 sekund.

4.
Dodatkowo przeprowadzić pomiary dla próby odczynnikowej oraz dwóch prób kontrolnych:

· próba odczynnikowa (E–S–): 2 ml 0,1 M buforu octanowego

· próba kontrolna dla substratu w nieobecności enzymu (E–S+): 1,9 ml substratu + 0,1 ml buforu octanowego

· próba kontrolna dla enzymu w nieobecności substratu (E+S–): 1,9 ml buforu octanowego + 0,1 ml roztworu enzymu

5.
Na podstawie zmian wartości absorbancji w jednostce czasu (( A320/min) obliczyć aktywność enzymu w J/ml. Molowy współczynnik absorpcji dla 1-naftolu w zakresie pH 1,0–8,2 wynosi: (320=2 600 M–1cm–1.

6.
Do końcowych obliczeń wykorzystać wartość netto (A320/min, uzyskaną w następujący sposób:

obliczyć skorygowane wartości (A320/min dla mieszaniny reakcyjnej oraz dla prób kontrolnych: od (A320/min mieszaniny reakcyjnej oraz od (A320/min prób kontrolnych odjąć (A320/min próby ślepej

· od skorygowanej wartości (A320/min mieszaniny reakcyjnej odjąć sumę skorygowanych wartości (A320/min uzyskanych dla prób kontrolnych.

Materiały i odczynniki

substrat: 1,5 mM roztwór 1-naftylofosforanu w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1

· roztwór enzymu w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1 (wymagane stężenie enzymu: 1-2 J/ml wobec pNPP – patrz rozdział 4.7.3.2)

Fosfataza kwaśna – kinetyka enzymatyczna XE "kinetyka enzymatyczna" 
4.6.2.5. Przygotowanie roztworu enzymu

Postępowanie

1.
W preparacie kwaśnej fosfatazy uzyskanym w doświadczeniu 4.7.3.2 oznaczyć aktywność enzymu i rozcieńczyć roztwór wyjściowy 0,1 M buforem octanowym o pH 5,1 w taki sposób, aby otrzymać roztwór podstawowy enzymu o żądanej aktywności: 0,05 J/ml lub 0,1 J/ml.

2.
W przypadku preparatu liofilizowanego odważyć około 200 mg preparatu fosfatazy kwaśnej i rozpuścić w 20 ml 0,1 M buforu octanowego o pH 5,1. Dalej postępować jak w punkcie 1.

Uwaga! We wskazanych doświadczeniach należy używać wodnego roztworu enzymu 

4.6.2.6. Wpływ stężenia fosfatazy kwaśnej na szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  enzymatycznej

Postępowanie

1.
Do dwóch serii probówek (seria badana i kontrolna) odmierzyć następujące ilości podstawowego roztworu enzymu (o aktywności 0,05 J/ml,): 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 ml i uzupełnić 0,1 M buforem octanowym o pH 5,1 do końcowej objętości 0,5 ml.

2.
Próbę odczynnikową przygotować dodając w miejsce roztworu enzymu 0,5 ml buforu octanowego o pH 5,1.

3.
Próby badane i kontrolne oraz roztwór substratu – 10 mM pNPP w 0,1 M buforze octanowym pH 5,1 – wstawić do łaźni wodnej o temp. 37ºC i preinkubować przez ok. 5 minut.

4.
Do serii prób badanych dodać po 0,5 ml substratu ogrzanego do 37ºC.

5.
Dokładnie po 10 minutach przerwać reakcję enzymatyczną przez dodanie 5 ml 0,1 M NaOH.

6.
W serii prób kontrolnych dodać najpierw 5 ml 0,1 M NaOH, a następnie 0,5 ml roztworu substratu.

7.
Oznaczyć ilość zwolnionego pNP przez pomiar A410. Wypełnić tabelkę i sporządzić wykres zależności szybkości reakcji od stężenia enzymu. Szybkość reakcji wyrazić poprzez ilość powstałego produktu (SYMBOL 109 \f "Symbol"mol pNP) w ciągu minuty katalizowanej reakcji w warunkach testu.

	nr

probówki
	stężenie enzymu

[J/ml]
	A410
	ilość zwolnionego pNP

[SYMBOL 109 \f "Symbol"mol]
	v

[μmol/min]

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	3
	
	
	
	

	4
	
	
	
	

	5
	
	
	
	


Materiały i odczynniki

· podstawowy roztwór fosfatazy kwaśnej o aktywności 0,05 J/ml (patrz rozdział 4.7.4.1)

· roztwór substratu: 10 mM p-nitrofenylofosforan (pNPP) w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1

· 0,1 M bufor octanowy o pH 5,1

· 0,1 M NaOH

Wpływ stężenia substratu na szybkość reakcji XE "enzymy: szybkość reakcji"  katalizowanej przez fosfatazę kwaśną

Postępowanie

1.
Przygotować roztwór enzymu o aktywności 0,05 J/ml
2.
10 mM pNPP (podstawowy roztwór substratu) rozcieńczyć 0,1 M buforem octanowym o pH 5,1 w taki sposób, aby uzyskać roztwory o stężeniu 5 mM i 1 mM.

3.
Do dwóch serii probówek (seria badana i kontrolna) odmierzyć podane w tabeli objętości kolejnych roztworów substratów oraz buforu octanowego celem uzupełnienia do końcowej objętości 0,5 ml.

	nr

probówki
	końcowe

stężenie

substratu
	wyjściowy roztwór substratu
	0,1 M bufor

octanowy,

 pH 5,1

	
	
	1 mM
	5 mM
	

	próba

odczynnikowa
	
	–
	–
	0,50 ml

	1
	0,02 mM
	0,02 ml
	
	0,48 ml

	2
	0,05 mM
	0,05 ml
	–
	0,45 ml

	3
	0,10 mM
	0,10 ml
	–
	0,40 ml

	4
	0,20 mM
	0,20 ml
	–
	0,30 ml

	5
	0,40 mM
	0,40 ml
	–
	0,10 ml

	6
	0,75 mM
	
	0,15 ml
	0,35 ml

	7
	1,00 mM
	
	0,20 ml
	0,30 ml

	8
	2,00 mM
	–
	0,40 ml
	0,10 ml


4.
Próby badane i kontrolne oraz roztwór enzymu o aktywności 0,05 J/ml wstawić do łaźni wodnej o temp. 37ºC i preinkubować przez ok. 5 minut.

5.
Do serii prób badanych dodać 0,5 ml roztworu ogrzanego enzymu.

6.
Dokładnie po 10 minutach reakcję przerwać przez dodanie 5 ml 0,1 M NaOH.

7.
Do serii prób kontrolnych dodać najpierw 0,1 M NaOH, a następnie 0,5 ml roztworu enzymu.

8.
W próbach oznaczyć ilość zwolnionego pNP. Sporządzić wykres zależności szybkości reakcji (ilość μmoli pNP zwolnionego w ciągu 1 minuty) od stężenia substratu wyrażonego w molach oraz wykres zależności 1/v od 1/[S]. Wyznaczyć stałą Michaelisa (KM XE "KM" ) oraz szybkość maksymalną (Vmax).

	nr

probówki
	[S]

[M]
	1/[S]

[M-1]
	A410
	v

[μmol/min]
	1/v

[min/μmol]

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	


Materiały i odczynniki

· roztwór fosfatazy kwaśnej o aktywności 0,05 J/ml (patrz rozdział 4.7.4.1)

· 10 mM p-nitrofenylofosforan (pNPP XE "pNPP" ) w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1

· 0,1 M bufor octanowy o pH 5,1

· 0,1 M NaOH

4.6.2.7. Hamowanie fosfatazy kwaśnej jonami miedzi, jonami fosforanowymi i winianem sodu

Postępowanie

1.
Przygotować roztwór enzymu o aktywności 0,1 J/ml.

2.
Przygotować dwie serie probówek (seria badana i kontrolna) zawierające identyczne jak w doświadczeniu  4.7.4.3 stężenia pNPP w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1.

3.
Do wszystkich prób odmierzyć po 0,25 ml odpowiedniego roztworu inhibitora.

4.
Próby badane i kontrolne oraz roztwór enzymu o aktywności 0,1 J/ml umieścić w łaźni wodnej o temp. 37ºC i preinkubować około 5 minut.

5.
Do serii probówek badanych dodać po 0,25 ml ogrzanego roztworu enzymu.

6.
Dokładnie po 10 minutach reakcję przerwać przez dodanie 5 ml 0,1 M NaOH.

7.
Do serii prób kontrolnych dodać najpierw 0,1 M NaOH, a następnie roztwór enzymu.

8.
W próbach oznaczyć ilość zwolnionego pNP przez pomiar A410, wypełnić tabelę. Wykreślić zależność 1/v od 1/[S]. Wyznaczyć KMi i Vmax,i. Na podstawie porównania parametrów KM XE "KM"  i KMi oraz Vmax i Vmax,i określić typ hamowania.

9.
Dodatkowo wyznaczyć KM XE "KM"  i KMi oraz Vmax i Vmax,i metodami Hanesa-Woolfa i Woolf-Augustinsson-Hofstee (patrz rozdział 4.4.5.1). Porównać uzyskane wyniki.

Uwaga! Porównanie wartości Vmax i Vmax,i jest możliwe tylko wtedy, gdy doświadczenia 4.7.4.3 i 4.7.4.4 zostaną przeprowadzone równolegle, z użyciem tego samego roztworu enzymu.

	nr

probówki
	[S]

[M]
	1/[S]

[M-1]
	A410
	v

[μmol/min]
	1/v

[min/μmol]

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	


Materiały i odczynniki

roztwór fosfatazy kwaśnej o aktywności 0,1 J/ml (patrz rozdział 4.7.4.1)

· 10 mM p-nitrofenylofosforan (pNPP XE "pNPP" ) w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1

· roztwory inhibitorów: 2 mM roztwór CuSO4, 1 mM roztwór fosforanu sodu, 20 mM roztwór winianu sodu

· 0,1 M bufor octanowy o pH 5,1

· 0,1 M NaOH

Wpływ pH na aktywność fosfatazy XE "fosfatazy"  kwaśnej

Postępowanie

1.
Przygotować wodny roztwór enzymu o aktywności 0,1 J/ml.

2.
Do dwóch serii probówek (seria badana i kontrolna) odmierzyć po 0,5 ml 0,2 M buforu octanowego o wartościach pH podanych w tabeli poniżej, a następnie po 0,25 ml roztworu substratu (20 mM wodny roztwór pNPP).

3.
Próby badane i kontrolne oraz roztwór enzymu o aktywności 0,1 J/ml umieścić w łaźni wodnej o temp. 37ºC i preinkubować około 5 minut.

4.
Do serii prób badanych dodać 0,25 ml ogrzanego roztworu enzymu.

5.
Dokładnie po 10 minutach reakcję przerwać przez dodanie 5 ml 0,1 M NaOH.

6.
Do serii prób kontrolnych dodać najpierw 0,1 M NaOH, a następnie 0,25 ml roztworu enzymu.

7.
Odczytać A410 prób badanych i kontrolnych wobec próby odczynnikowej zawierającej 1 ml buforu octanowego i 5 ml 0,1 M NaOH.

7.
Z krzywej standardowej odczytać ilość zwolnionego pNP i sporządzić wykres zależności szybkości reakcji od pH.

	nr

probówki
	pH
	A410
	ilość zwolnionego pNP

[SYMBOL 109 \f "Symbol"mol] 
	v

[μmol/min]

	1
	3,6
	
	
	

	2
	4,0
	
	
	

	3
	4,4
	
	
	

	4
	4,8
	
	
	

	5
	5,0
	
	
	

	6
	5,2
	
	
	

	7
	5,6
	
	
	

	8
	6,0
	
	
	


Materiały i odczynniki

· wodny roztwór fosfatazy kwaśnej o aktywności 0,1 J/ml (patrz rozdział 4.7.4.1)

20 mM roztwór wodny p-nitrofenylofosforanu (pNPP XE "pNPP" )

· 0,2 M bufory octanowe o następujących wartościach pH: 3,6, 4,0, 4,4, 4,8, 5,0, 5,2, 5,6, 6,0

· 0,1 M NaOH

4.6.2.8. Wpływ temperatury na aktywność fosfatazy XE "fosfatazy"  kwaśnej
Postępowanie
1.
Przygotować dwie serie 6 probówek.

2.
Do obu serii probówek (próby badane i kontrolne) odmierzyć po 0,5 ml roztworu enzymu o aktywności 0,05 J/ml.

3.
Poszczególne pary prób badanych i kontrolnych oraz porcje substratu preinkubować przez ok. 5 minut w następujących temperaturach: ok. 0ºC (łaźnia lodowa), ok. 10ºC (lodówka), 25ºC, 35ºC, 45ºC i 55ºC.

4.
Do serii prób badanych dodać po 0,5 ml 10 mM pNPP w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1.

5.
Dokładnie po 10 minutach do prób badanych i kontrolnych dodać po 5 ml 0,1 M NaOH. Do prób kontrolnych dodać po 0,5 ml roztworu substratu, preinkubowanego w danej temperaturze reakcji.

6.
Oznaczyć ilość zwolnionego pNP w próbach przez pomiar A410 i wykreślić zależność szybkości reakcji enzymatycznej od temperatury.

7.
Dla przedziału temperatur 25–35ºC wyznaczyć współczynnik temperaturowy Q10 XE "Q10" 

 XE "współczynnik temperaturowy, Q10"  (patrz rozdział 4.4.3).

Materiały i odczynniki

roztwór fosfatazy kwaśnej o aktywności 0,05 J/ml (patrz rozdział 4.7.4.1)

· 10 mM p-nitrofenylofosforan (pNPP XE "pNPP" ) w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1

· 0,1 M bufor octanowy o pH 5,1

· 0,1 M NaOH XE "fosfatazy:oznaczanie aktywności" \r "fosfatazy" 
Określenie termostabilności fosfatazy XE "fosfatazy"  kwaśnej XE "termostabilność enzymów " 
Postępowanie

1.
Przygotować dwie serie 6 probówek. Do obu serii probówek (próby badane i kontrolne) odmierzyć po 0,5 ml roztworu enzymu o aktywności 0,05 J/ml. Do próby odczynnikowej dodać 0,5 ml buforu reakcyjnego.

2.
Poszczególne pary prób badanych i kontrolnych inkubować przez 30 minut w następujących temperaturach: ok. 0ºC (łaźnia lodowa), ok. 10ºC (lodówka), 25ºC, 35ºC, 45ºC, 55ºC (łaźnia wodna).

3.
Po zakończeniu inkubacji wszystkie próby szybko doprowadzić do jednakowej temperatury (ogrzać/schłodzić w strumieniu bieżącej wody).

4.
Przeprowadzić reakcję enzymatyczną we wszystkich próbach w temperaturze 37ºC. Przed rozpoczęciem reakcji poszczególne próby i porcję substratu preinkubować w temp. 37ºC przez ok. 5 minut. 

5.
Reakcję enzymatyczną rozpocząć przez dodanie do prób badanych i do próby odczynnikowej po 0,5 ml roztworu substratu.

6.
Dokładnie po 10 minutach do prób badanych i kontrolnych dodać po 5 ml 0,1 M NaOH. Do prób kontrolnych dodać następnie po 0,5 ml roztworu substratu. 

7.
W próbach oznaczyć ilość zwolnionego pNP przez pomiar A410 i wykreślić zależność aktywności enzymu od temperatury inkubacji.
Materiały i odczynniki

· roztwór fosfatazy kwaśnej o aktywności 0,05 J/ml (patrz rozdział 4.7.4.1)

·  10 mM p-nitrofenylofosforan (pNPP XE "pNPP" ) w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1

· 0,1 M bufor octanowy o pH 5,1

· 0,1 M NaOH

4.7. Amylazy


Amylazy  XE "amylazy" to enzymy hydrolizujące wiązanie (-1,4-glikozydowe XE "wiązanie (-1,4-glikozydowe"  w takich wielocukrach jak skrobia XE "skrobia"  czy glikogen XE "glikogen" . Naturalnie występują trzy rodzaje amylaz różniących się miejscem działania i produktami reakcji.

(-amylazy  XE "amylazy: α-amylazy"  (EC 3.2.1.1) są endoglukozydazami, hydrolizują wiązania (-1,4-glikozydowe położone wewnątrz cząsteczki wielocukru. Pierwszym produktem hydrolizy są erytrodekstryny dające z jodem czerwono-fioletowe zabarwienie. Następnie powstają niskie dekstryny XE "dekstryny"  (6-7 cząsteczek glukozy), a końcowym produktem reakcji jest maltoza XE "maltoza" . 

(-amylazy występują zarówno u zwierząt jak i u roślin. U człowieka najwięcej (-amylazy występuje w ślinie, soku trzustkowym, mniej w krwi i w moczu. Aktywatorami XE „enzymy: aktywatory" 

 XE "aktywatory enzymów" , tych enzymów są jony chlorkowe.

(-amylazy XE "amylazy: (-amylazy "  (EC 3.2.1.2) są egzoglukozydazami występującymi u roślin, nie wykazano ich obecności u zwierząt. Produktem hydrolizy wielocukru przez (-amylazy są cząsteczki (-maltozy, odcinane od nieredukującego końca łańcucha polisacharydowego. W wyniku hydrolizy wiązań (-1,4-glikozydowych przez (-amylazy zmienia się konfiguracja przy C1 glukozy z konfiguracji ( na konfigurację (, stąd nazwa tych enzymów.

Glukoamylazy ((-amylazy XE "amylazy: γ-amylazy " , EC 3.2.1.3) występują u roślin, zwierząt i bakterii. Są typowymi egzoglukozydazami. Produktem hydrolizy wielocukru przez te enzymy są cząsteczki glukozy usuwane kolejno przez enzym od strony nieredukującego końca substratu. Hydrolizują nie tylko wiązania (-1,4-glikozydowe, ale także (-1,6-glikozydowe XE "wiązanie (-1,6-glikozydowe " . U człowieka najwyższą aktywność tego enzymu wykazano w trzustce i błonie śluzowej jelita.

Oznaczanie aktywności (-amylazy ślinowej metodą Bernfelda
 XE "amylazy: α-amylazy: oznaczanie aktywności (-amylazy ślinowej "  XE "cukry: oznaczanie: próba: Bernfelda" Bernfeld P. (1955) Metods in Enzymology (Colowick S.P., Kaplan N.O. red), Acad. Press, New York, 149-158.

Zasada metody


W wyniku hydrolizy wielocukru przez amylazy XE "amylazy"  powstają produkty posiadające właściwości redukujące XE "właściwości redukujące cukrów" . Przedstawiona poniżej metoda oznaczania aktywności (-amylazy opiera się na utlenianiu kwasem 3,5-dinitrosalicylowym (DNS XE " kwas 3,5-dinitrosalicylowy (DNS)" ) grup redukujących tych produktów (Rys. 4.21). Powstały barwny produkt: kwas 3-amino-5-nitrosalicylowy oznacza się kolorymetrycznie przy długości fali 530 nm.
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Rys. 4.21 Reakcja utleniania grup redukujących cukru przez kwas 3,5-dinitrosalicylowy (DNS XE " kwas 3,5-dinitrosalicylowy (DNS)" )

Postępowanie

1.
Ślinę rozcieńczoną 500–1 000 razy roztworem 0,9% NaCl oraz 0,5% roztwór skrobi ogrzać do temp. 30ºC.

2.
Do 1 ml roztworu skrobi dodać 1 ml rozcieńczonej śliny. Próby inkubować 15 minut w temp. 30ºC.

3.
Reakcję enzymatyczną przerwać przez dodanie 2 ml odczynnika dinitrosalicylowego.

4.
Probówki przenieść do wrzącej łaźni wodnej na 5 minut, po czym schłodzić.

5.
Równolegle wykonać próbę kontrolną, w której do roztworu skrobi najpierw dodać odczynnik DNS, a po ogrzaniu we wrzącej łaźni wodnej – 1 ml rozcieńczonej śliny.

5.
Do wszystkich prób dodać po 6 ml wody i odczytać A530 wobec wody.

6.
Obliczyć aktywność (-amylazy, wyrażoną w J/ml nierozcieńczonej śliny. Za jedną jednostkę aktywności amylazy przyjąć taką ilość enzymu, która w warunkach metody powoduje przyrost (A530 = 0,05.

7.
Jeżeli wartość (A530 przekracza 0,7 powtórzyć oznaczenie biorąc do reakcji mniej enzymu.

Uwaga! Jako roztworu enzymu można użyć odpowiednio rozcieńczonej śliny, soku trzustkowego, surowicy, moczu, ekstraktu z suchych lub z kiełkujących nasion zbóż. W przypadku niskich aktywności wydłużyć czas inkubacji do 30 minut.

Materiały i odczynniki

· ślina

· 0,5% roztwór skrobi w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,0

· 0,9% NaCl

· 0,1 M bufor octanowy o pH 5,0

odczynnik dinitrosalicylowy XE "odczynnik: dinitrosalicylowy"  (DNS): 1 g kwasu dinitrosalicylowego, 20 ml 2 M NaOH oraz 3 g winianu sodowo-potasowego rozpuścić i uzupełnić do 100 ml wodą destylowaną

4.8. Rybonukleaza trzustkowa XE "rybonukleaza trzustkowa: reakcja hydrolizy RNA " 

Rybonukleaza trzustkowa (EC 3.1.27.5) jest enzymem hydrolizującym RNA. Zbudowana jest z pojedynczego łańcucha polipeptydowego o masie 13 700 Da (składającego się ze 124 aminokwasów) i posiada cztery mostki disiarczkowe. Jest enzymem stabilnym i np. ogrzewana do temp. 100ºC w pH 2–5 po 30 minutach traci zaledwie 20% aktywności.


Rybonukleaza trzustkowa katalizuje jedynie hydrolizę wiązań fosfodiestrowych w łańcuchu RNA znajdujących się przy nukleotydach pirymidynowych, ponieważ pierścień purynowy jest zbyt duży, aby związać się w miejscu aktywnym. Miejscem hydrolizy są wiązania między atomem fosforu i atomem tlenu na węglu 5’rybozy sąsiedniego nukleotydu. W wyniku rozerwania tego wiązania na węglu 5’ rybozy powstaje wolna grupa –OH, a na węglu 3’ rybozy, należącej do nukleotydu pirymidynowego, wolna grupa fosforanowa. Związkiem pośrednim powstającym w procesie hydrolizy jest cykliczny fosforan (Rys. 4.22). Produktami końcowymi hydrolizy są fragmenty oligonukleotydowe zakończone nukleotydami pirymidynowymi.
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Rys. 4.22 Reakcja hydrolizy RNA przez rybonukleazę trzustkową XE "rybonukleaza trzustkowa: reakcja hydrolizy RNA " 
Ekstrakcja rybonukleazy z trzustki do 5% kwasu trichlorooctowego XE "rybonukleaza trzustkowa: ekstrakcja z trzustki " 
Malicka M. (1972) Arch. Immunol. Ther. Exp. 20, 555-559.

Zasada metody


Rybonukleaza trzustkowa jest enzymem o niewielkiej masie cząsteczkowej (13 700 Da), co sprawia, że jest rozpuszczalna w 5% TCA i dzięki dużej stabilności nie traci aktywności w tym roztworze. Większość białek ekstrahujących się w tych warunkach z trzustki ulega denaturacji i wytrąceniu.

Postępowanie

1.
Zmieloną trzustkę ekstrahować 30 minut na mieszadle magnetycznym do 2 objętości 5% TCA (2 l TCA na 1 kg tkanki), po czym wirować przez 15 minut przy szybkości około 6 000 obr./min.

2.
Klarowny supernatant doprowadzić do pH 5,0 za pomocą 1N NaOH.

3.
W preparacie oznaczyć stężenie białka (rozdział 3.10.3).

Materiały i odczynniki

· zamrożona trzustka bydlęca lub wieprzowa

· elektryczna maszynka do mięsa

· 5% kwas trichlorooctowy (TCA)

· 1 M NaOH

4.8.1. Oznaczanie aktywności rybonukleazowej zmodyfikowaną metodą Anfinsena XE "rybonukleaza trzustkowa: oznaczanie aktywności metodą Anfinsena " 
Anfinsen Ch.B., Redfield R.R., Choate W.L., Page J., Carrol W.R. (1954). J. Biol. Chem. 207, 201–210.

Zasada metody


Rybonukleaza trzustkowa hydrolizuje RNA do fragmentów oligonukleotydowych rozpuszczalnych w kwasie chlorowym (VII) (nadchlorowy) (patrz rozdział 4.9). Stężenie tych produktów można oznaczyć poprzez pomiar absorbancji przy 260 nm. RNA niestrawiony przez enzym wytrąca się w tych warunkach w postaci osadu.

Postępowanie

1.
Ekstrakt z trzustki (rozdział 4.9.1) w ilości 25, 50 i 100 l uzupełnić 0,1 M buforem octanowym o pH 5,0 do objętości 1,5 ml.

2.
Próby, wraz z próbą kontrolną zawierającą sam bufor octanowy, wstawić do łaźni wodnej i preinkubować 5 minut w temp. 37ºC. W łaźni wodnej umieścić również 0,8% roztwór RNA (substrat).

3.
Do wszystkich prób dodać po 1 ml ogrzanego do temperatury 37ºC roztworu RNA.

4.
Dokładnie po 10 minutach reakcję przerwać przez dodanie 0,5 ml 25% kwasu nadchlorowego zawierającego 0,75% octan uranylu.

5.
Próby wyjąć z łaźni i wstawić na 15 minut do zlewki z lodem, następnie wirować (10 minut , ok. 10 000 obr./min)

6.
Z klarownych supernatantów pobrać po 0,1 ml, uzupełnić do 3 ml wodą destylowaną i zmierzyć absorbancję przy 260 nm. Za jedną jednostkę aktywności przyjąć przyrost A260 o 0,1 w stosunku do próby kontrolnej.

7.
Obliczyć aktywność całkowitą i właściwą ekstraktu. Białko w ekstrakcie oznaczyć metodą biuretową (rozdział 3.10.3)

Materiały i odczynniki

· preparat rybonukleazy trzustkowej uzyskany w doświadczeniu 4.9.1
· 0,8% roztwór RNA (Uwaga! W przypadku uzyskania wysokich absorbancji prób kontrolnych, roztwór RNA dializować do wody)

· 0,1 M bufor octanowy o pH 5,0

· 25% kwas chlorowy (VII) (nadchlorowy) z 0,75% octanem uranylu

4.9. Oksydoreduktazy


Do klasy oksydoreduktaz (EC 1) należą wszystkie enzymy katalizujące reakcje typu redoks, tj. przebiegające ze zmianą stopnia utlenienia związków organicznych. Zmiany te związane są z przeniesieniem protonów i elektronów z jednego substratu na drugi, bądź z bezpośrednim włączeniem tlenu do cząsteczki.

W reakcji tego typu substrat ulegający utlenieniu jest donorem protonów lub elektronów, a substrat ulegający redukcji – ich akceptorem.
Ared + Box ( Aox + Bred
Systematyczna nazwa tych enzymów jest tworzona wg schematu:

„oksydoreduktaza nazwa donora : nazwa akceptora”

Na przykład dehydrogenaza mleczanowa (EC 1.1.1.27), enzym katalizujący w procesie fermentacji przemianę kwasu pirogronowego do kwasu mlekowego zgodnie z reakcją:

L-mleczan   +   NAD XE "NAD" + XE "NAD+"    (   pirogronian   +   NADH   +   H+
                           (donor)     (akceptor)

nosi nazwę systematyczną „oksydoreduktaza L-mleczan : NAD XE "NAD" + XE "NAD+"  ”.

Zalecane przez Komisję Enzymową potoczne nazwy tych enzymów to dehydrogenazy, ewentualnie reduktazy (nazwę enzymu tworzy się wtedy wg schematu „reduktaza + nazwa akceptora”, np. reduktaza azotanowa), bądź – jeżeli akceptorem jest tlen cząsteczkowy – oksydazy XE "oksydazy" .

Ze względu na charakter katalizowanych przemian, typową cechą tych enzymów jest zależność ich aktywności od obecności grup prostetycznych XE "grupa prostetyczna "  lub koenzymów, zdolnych do przechodzenia od stanu utlenionego do zredukowanego. Funkcje te pełnią głównie:

· nukleotydy nikotynamidoadeninowe (NAD XE "NAD" + XE "NAD+" , NADP XE "NADP" + XE "NADP+" )

· nukleotydy flawinowe (FAD XE "FAD" , FMN)

· układy porfirynowe (hem)

· centra żelazo-siarkowe (centra Fe–S)

· związki chinonowe (np. koenzym XE "koenzym" 

 XE "enzymy: koenzym"  Q)

· kwas liponowy

· jony miedzi

Grupy prostetyczne  XE "grupa prostetyczna " i koenzymy XE "oksydoreduktazy: koenzymy"  oksydoreduktaz nie odpowiadają klasycznej definicji katalizatora, gdyż ulegają przekształceniu w trakcie katalizowanego procesu. Koenzymy – luźno związane z białkami, a ponadto wchodzące w reakcje z substratami w określonych stosunkach stechiometrycznych –  wykazują wiele właściwości wspólnych z substratami, i w taki sposób są też traktowane przy rozpatrywaniu przebiegu reakcji katalizowanych z ich udziałem.


Klasa oksydoreduktaz obejmuje obecnie 22 podklasy, wydzielone przez Komisję Enzymową na podstawie charakteru grupy funkcyjnej donora, np. podklasa EC 1.1 to enzymy działające na grupę CH–OH donora, podklasa EC 1.2 – działające na grupę aldehydową lub ketonową donora, itd.


Przyjmując za kryterium podziału rodzaj katalizowanej reakcji, w obrębie klasy oksydoreduktaz wyróżnia się 4 podgrupy:

1.
Dehydrogenazy XE "oksydoreduktazy: dehydrogenazy"  – katalizują odłączanie atomów wodoru od utlenianego substratu z przeniesieniem ich na inne związki. Nie przenoszą elektronów bezpośrednio na tlen. Ich najczęstszymi kofaktorami są NAD XE "NAD" + XE "NAD+" , NADP XE "NADP" + XE "NADP+" , FMN, FAD XE "FAD"  i liponian. Enzymy te wykazują specyficzność XE "enzymy: specyficzność"  zarówno w stosunku do substratów jak i koenzymów. Do tej podgrupy należą m.in.: dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (enzym uczestniczący w procesie glikolizy), dehydrogenazy: alkoholowa XE "dehydrogenaza: alkoholowa"  i mleczanowa (enzymy procesów fermentacji) oraz enzymy cyklu kwasów trikarboksylowych (cyklu Krebsa): dehydrogenaza izocytrynianowa, (-ketoglutarowa, bursztynianowa XE "dehydrogenaza: bursztynianowa" , jabłczanowa.

2.
Oksydazy – enzymy katalizujące odłączanie elektronów od utlenianego substratu i przenoszenie ich na tlen cząsteczkowy. Przyłączenie protonów prowadzi do powstania cząsteczki H2O lub H2O2. Przykłady: oksydaza cytochromowa (ostatni enzym łańcucha oddechowego), oksydaza ksantynowa (uczestnicząca w przemianie nukleotydów purynowych).

3.
Oksygenazy – enzymy katalizujące proces wbudowywania tlenu do cząsteczki związku organicznego. Wyróżnia się dwa typy oksygenaz:

· oksygenazy XE "oksydoreduktazy: oksygenazy"  właściwe – działają na jeden substrat (donor), katalizując przyłączenie 2 atomów tlenu do jego cząsteczki (np. oksygenaza hemowa, uczestnicząca w procesie rozpadu hemu)

· oksygenazy XE "oksydoreduktazy: oksygenazy"  mieszane (oksydoreduktazy XE "oksydoreduktazy"  hydroksylujące, inaczej: hydroksylazy),  działające jednocześnie na dwa odrębne substraty (dwa donory), katalizują włączenie 1 atomu tlenu do jednego z substratów z utworzeniem grupy hydroksylowej z jednoczesnym utworzeniem cząsteczki wody z drugiego atomu  tlenu i atomów wodoru pochodzących z drugiego substratu (np. hydroksylaza fenyloalaninowa – enzym odpowiedzialny za przekształcenie fenyloalaniny w tyrozynę).

4.
Hydroksyperoksydazy XE "oksydoreduktazy: hydroksyperoksydazy "  – enzymy katalizujące utlenianie substratów z udziałem nadtlenku wodoru jako akceptora. Obejmują 2 typy enzymów:

· peroksydazy XE "oksydoreduktazy: peroksydazy"  (głównie pochodzenia roślinnego) – katalizujące utlenianie różnych związków organicznych, najczęściej fenoli i amin aromatycznych

· katalazy XE "oksydoreduktazy: katalazy"  (pochodzenia roślinnego i zwierzęcego) – katalizujące rozpad H2O2, przy czym związek ten pełni jednocześnie funkcje donora i akceptora wodoru.


Oksydoreduktazy pełnią kluczową rolę w metabolizmie komórkowym, szczególnie ze względu na udział w procesach pozyskiwania energii na drodze utleniania biologicznego. Biologiczne utlenianie wodoru, przebiegające z udziałem wielu układów oksydoredukcyjnych, pozwala na stopniowe uwalnianie energii, co daje możliwość jej magazynowania w postaci energii chemicznej związków wysokoenergetycznych.

Specyficzną funkcją podgrupy hydroksyperoksydaz jest ochrona komórki przed działaniem toksycznego H2O2, który powstaje w niektórych reakcjach utleniania.

4.9.1. Izolacja mitochondriów z wątroby kurczęcia XE "oksydoreduktazy: izolacja mitochondriów z wątroby kurczęcia " 
Szopa J. Molekularna organizacja komórki. Praca zbiorowa, Wydawnictwo Uniwersytetu Wrocławskiego, Wrocław 1992.

Sawant P.L., Shibiko S. (1964) Biochim. Biophys. Acta 85, 82–86.

Zasada metody


Izolacja mitochondriów metodą przedstawioną poniżej obejmuje homogenizację tkanki oraz frakcjonowanie homogenatu.

Homogenizację przeprowadza się w teflonowo-szklanych homogenizatorach Pottera-Elvehjema, co powoduje fragmentację błony plazmatycznej komórek i zerwanie połączeń pomiędzy organellami, pozwala natomiast zachować integralność poszczególnych organelli. Efekt homogenizacji osiąga się na skutek tarcia powstałego przy przepychaniu materiału przez wąską szczelinę pomiędzy tłokiem a ścianą naczynia.

Frakcje subkomórkowe uzyskuje się metodą wirowania różnicowego dzięki różnicom w szybkości sedymentacji organelli. 

Całość preparacji prowadzi się w 0,25 M roztworze sacharozy, który zapewnia izoosmotyczność z wnętrzem organelli i pozwala wyodrębnić je w stanie nienaruszonym.
Postępowanie

Uwaga! Wszystkie etapy preparacji prowadzić w temperaturze 4ºC. W trakcie izolacji preparaty przechowywać w pojemniku z pokruszonym lodem.

1.
5 g wątroby kurczęcia wstępnie rozdrobnić, a następnie homogenizować w ręcznym homogenizatorze Pottera-Elvehjema z ok. 15–25 ml schłodzonego 0,25 M roztworu sacharozy. Homogenizację prowadzić tylko do czasu uzyskania jednorodnej zawiesiny. Zbyt intensywna homogenizacja może uszkodzić mitochondria.

2.
Uzupełnić homogenat do ok. 40 ml 0,25 M roztworem sacharozy i odwirować (10 min, 600 ( g).

3.
Supernatant zdekantować delikatnie znad osadu do zlewki, uważając, by nie zanieczyścić go bardzo luźnym osadem. Supernatant zachować do dalszej preparacji.

4.
Osad ponownie zawiesić w ok. 20 ml 0,25 M sacharozy i odwirować (10 min, 600 ( g).

5.
Uzyskany supernatant połączyć z supernatantem z pierwszego wirowania; osad odrzucić. Połączone supernatanty odwirować (5 min, 15 000 ( g).

6.
Supernatant łącznie z luźnym osadem różowych mikrosomów odrzucić. Osad brązowych mitochondriów zawiesić w ok. 10 ml sacharozy i odwirować (5 min, 15 000 ( g).

7.
Powtórzyć postępowanie z punktu 6.

8.
Otrzymaną frakcję mitochondrialną zawiesić w ok. 1 ml 0,25 M sacharozy.

Materiały i odczynniki

· wątroba kurczęcia

· 0,25 M sacharoza (wodę destylowaną przed sporządzeniem roztworu należy przegotować lub zobojętnić małą objętością roztworu Tris)

4.9.2. Wykazywanie aktywności dehydrogenazy bursztynianowej we frakcji mitochondrialnej

Kłyszejko-Stefanowicz L. Ćwiczenia z biochemii. Praca zbiorowa. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2003.

Zasada metody


Dehydrogenaza bursztynianowa XE "dehydrogenaza: bursztynianowa"  (oksydoreduktaza bursztynian : akceptor, EC 1.3.99.1) – enzym znacznikowy wewnętrznej błony mitochondrialnej – utlenia kwas bursztynowy do kwasu fumarowego z przeniesieniem atomów wodoru na FAD XE "FAD" , a następnie na łańcuch oddechowy. W poniższej metodzie odłączone atomy wodoru są przenoszone na sól tetrazolową (chlorek trifenylotetrazolowy), powodując jej redukcję, co prowadzi do powstania purpurowo zabarwionej pochodnej – trifenyloformazanu (Rys. 4.23 i Rys. 4.24).
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Rys. 4.23 Zasada metody wykazywania aktywności dehydrogenazy bursztynianowej

wg Kłyszejko-Stefanowicz, 2003
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Rys. 4.24 Reakcja redukcji chlorku trifenylotetrazolowego do trifenyloformazanu.

wg Kłyszejko-Stefanowicz, 2003

Postępowanie

1.
Przygotować bezpośrednio przed reakcją mieszaninę reakcyjną i próbę kontrolną o następującym składzie:

	odczynnik
	mieszanina reakcyjna
	próba kontrolna

	10% bursztynian sodu
	0,4 ml
	–

	0,1 M bufor fosforanowy o pH 7,4
	0,8 ml
	0,8 ml

	4 mM CaCl2
	0,3 ml
	0,3 ml

	4 mM AlCl3
	0,3 ml
	0,3 ml

	0,1% błękit nitrotetrazolowy
	1,0 ml
	1,0 ml

	H2O
	0,2 ml
	0,6 ml


2.
Do próby badanej i kontrolnej wprowadzić delikatnie 10 (l zawiesiny frakcji mitochondrialnej (rozdział 4.10.1). Nie mieszać!

3.
Próby inkubować w temp. 37ºC przez 15 minut. Mitochondria w postaci osadu na dnie probówki wybarwiają się na purpurowo. W przypadku naruszenia błon mitochondrialnych i uwalniania się enzymu do środowiska, na purpurowo zabarwia się mieszanina inkubacyjna.

Materiały i odczynniki

· frakcja mitochondrialna (uzyskana w doświadczeniu 4.10.1)

· 10% bursztynian sodu

· 0,1 M bufor fosforanowy, pH 7,4

· 4 mM CaCl2
· 4 mM AlCl3
· 0,1% błękit nitrotetrazolowy

4.9.3. Oznaczanie aktywności oksydazy XE "oksydazy"  cytochromu c we frakcji mitochondrialnej XE "oksydazy: oznaczanie aktywności oksydazy cytochromu c " 
Szopa J. Molekularna organizacja komórki. Praca zbiorowa, Wydawnictwo Uniwersytetu Wrocławskiego, Wrocław 1992.

Zasada metody


Oksydoreduktaza cytochromu c (oksydoreduktaza cytochrom c : tlen; EC 1.9.3.1) jest jednym z 3 głównych kompleksów białkowych oddechowego łańcucha transportu elektronów, występujących w obrębie wewnętrznej błony mitochondrialnej.
Oksydoreduktaza cytochromu c, będąca terminalnym składnikiem łańcucha oddechowego, katalizuje reakcję przeniesienia elektronów z cytochromu c na tlen cząsteczkowy. Reakcja ta polega na czteroelektronowej redukcji cząsteczki O2 do H2O, z jednoczesnym przepompowaniem 2 protonów do przestrzeni międzybłonowej.


Oznaczanie aktywności oksydoreduktazy XE "oksydoreduktazy"  cytochromu c opiera się na monitorowaniu zmian stężenia zredukowanego cytochromu c poprzez pomiar absorbancji przy długości fali ( = 550 nm. Maksimum absorbancji w tym paśmie jest charakterystyczne tylko dla cytochromu w stanie zredukowanym (Rys. 4.25). W miarę przebiegu reakcji utleniania cytochromu c obserwuje się stopniowy spadek wartości absorbancji A550. Aktywność oksydazy XE "oksydazy"  cytochromu c oznacza się więc poprzez pomiar ubytku substratu – zredukowanego cytochromu c.
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Rys. 4.25 Widmo absorpcyjne cytochromu c w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,0

A-cytochrom XE "cytochrom"  zredukowany, B – cytochrom utleniony

Postępowanie

1.
Przygotować spektrofotometr do pomiaru przy długości fali ( = 550 nm. Ustawić zero pomiarowe aparatu na 0,1 M bufor fosforanowy o pH 7,0.

2.
Do probówki Eppendorfa odmierzyć 5 (l frakcji mitochondrialnej (przed pobraniem zawiesinę mitochondriów należy zamieszać) i 5 (l 0,1% roztworu Tween 80. Zmieszać i odczekać 1 minutę. Następnie dodać 1 ml 0,1 M buforu fosforanowego o pH 7,0 a na końcu 100 (l roztworu zredukowanego cytochromu c. Szybko wymieszać, przenieść do kuwety i rozpocząć pomiar A550.
3.
Zmiany notować co 15 sekund przez 3–5 minut. Uwaga! Jeżeli szybkość reakcji jest zbyt duża, frakcję mitochondrialną należy rozcieńczyć 0,25 M sacharozą.

4.
Przeprowadzić pomiary dla 2 prób kontrolnych (dla enzymu [E+S–] i dla substratu     [E–S+]) w analogiczny sposób jak dla próby badanej. Skład poszczególnych prób przedstawia tabela zamieszczona poniżej.

	
	próba badana

[E+S+]
	próba kontrolna

dla enzymu 

[E+S–]
	próba kontrolna

dla substratu 

[E–S+]

	frakcja mitochondrialna
	5 (l
	5 (l
	–

	0,25 M sacharoza XE "sacharoza" 
	–
	–
	5 (l

	0,1% Tween 80
	5 (l
	5 (l
	5 (l

	0,1 M buf. fosforanowy, pH 7,0
	1 ml
	1 ml + 100 (l
	1 ml

	zredukowany cytochrom XE "cytochrom"  c
	100 (l
	–
	100 (l


5.
Na podstawie uzyskanych wyników obliczyć aktywność oksydazy XE "oksydazy"  cytochromu c w uzyskanym preparacie. Za jedną jednostkę aktywności przyjąć taką ilość enzymu, która w warunkach testu powoduje spadek A550 o 0,1 w ciągu 1 minuty.

6.
Oszacować aktywność całkowitą preparatu oraz aktywność w przeliczeniu na 1 g tkanki wątrobowej.

Materiały i odczynniki

· frakcja mitochondrialna (uzyskana w doświadczeniu 4.10.1)

· zredukowany cytochrom XE "cytochrom"  c: przygotować roztwór cytochromu c o stężeniu 5 mg/ml w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,0; zredukować go przez dodanie kwasu askorbinowego w proporcji 3 mg kwasu askorbinowego na 1 mg cytochromu c; po zredukowaniu roztwór dializować do tego samego buforu dwukrotnie przez 12–24 godzin; stosunek absorbancji A550/A565 roztworu cytochromu c powinien osiągnąć wartość 6–10 (najlepiej w granicy 9–10)

· 0,1 M bufor fosforanowy o pH 7,0

· 0,1% Tween 80

· 0,25 M sacharoza

4.9.4. Dehydrogenaza alkoholowa XE "dehydrogenaza: alkoholowa" 

Dehydrogenaza alkoholowa XE "dehydrogenaza: alkoholowa"  (EC 1.1.1.1) – ADH XE "ADH"  (ang. alcohol dehydrogenase) – należy do klasy 1 enzymów (oksydoreduktazy XE "oksydoreduktazy" ), podklasy 1.1 (enzymy działające na grupy CH–OH donorów) i pod-podklasy 1.1.1 (z NAD XE "NAD" + XE "NAD+"  lub NADP XE "NADP" + XE "NADP+"  jako akceptorem). Jej nazwa systematyczna brzmi: oksydoreduktaza alkohol : NAD+. Jest cytoplazmatycznym enzymem szlaku fermentacji.

Reakcja katalizowana przez dehydrogenazę alkoholową przebiega następująco:

aldehyd octowy   +   NADH   +   H+   (   etanol   +   NAD XE "NAD" + XE "NAD+" 

Głównym znaczeniem tej reakcji jest regeneracja puli NAD XE "NAD" + XE "NAD+" , co pozwala na kontynuowanie procesu glikolizy.


Dehydrogenaza alkoholowa XE "dehydrogenaza: alkoholowa"  z komórek drożdży – YADH XE "YADH"  (ang. yeast alcohol dehydrogenase) jest białkiem tetramerycznym o masie 140–150 kDa i masie podjednostki 36–37 kDa. Jest to metaloenzym; w centrum katalitycznym każdej podjednostki znajduje się jon Zn2+.

4.9.4.1. Izolacja dehydrogenazy alkoholowej z komórek drożdży XE "dehydrogenaza: alkoholowa: izolacja z komórek drożdży " 
Affinity Chromatography. Principle and Methods. Broszura firmy Pharmacia Fine Chemicals.

Kłyszejko-Stefanowicz L. Ćwiczenia z biochemii. Praca zbiorowa. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1997.

Zasada metody


Barwnik Cibacron Blue F3G-A, związany kowalencyjnie do złoża Sepharose XE "Sepharose" , wykazuje duże powinowactwo do wielu enzymów, w tym do enzymów zależnych od NAD XE "NAD" + XE "NAD+"  i NADP XE "NADP" + XE "NADP+"  (np. kinazy, dehydrogenazy) oraz do białek (albuminy XE "albuminy" , lipoproteiny XE "lipoproteiny" , czynniki krzepnięcia krwi, interferon). Zastosowanie takiego typu złoża o nazwie „Blue Sepharose” pozwala na izolację powyższych związków metodą chromatografii powinowactwa.


W przypadku chromatografii na złożu Blue-Sepharose XE "Sepharose"  CL-6B najczęściej stosuje się elucję biospecyficzną, która pozwala na selektywną izolację zaadsorbowanych białek.

Postępowanie

Przygotowanie kolumny do chromatografii

1.
Upakować kolumnę ok. 2 ml złoża Blue-Sepharose Cl-6B XE "Blue-Sepharose Cl-6B"  (lub Cibacron Blue F3G-A Agarose XE "Cibacron Blue F3G Agarose" ).

2.
Zrównoważyć kolumnę przemywając złoże 10 ml buforu startowego (5-krotna objętość złoża).

Ekstrakcja białek drożdży

1.
Komórki drożdży rozbić w młynku Browna, w niewielkiej ilości buforu do chromatografii.

2.
Zmierzyć objętość zawiesiny komórek drożdży i dodać do niej 1% Triton X-100 do uzyskania końcowego stężenia detergentu 0,1%. Prowadzić ekstrakcję przez 30 minut na łaźni lodowej, przy stałym mieszaniu.

3.
Ekstrakt odwirować (15 min, 10 000 ( g,), a uzyskany supernatant dodatkowo przesączyć.

4.
Oszacować stężenie białka w uzyskanym ekstrakcie poprzez pomiar A280. Przyjąć orientacyjny właściwy współczynnik absorpcji XE "właściwy współczynnik absorpcji, a"  a280 = 10. Uwaga! Ze względu na wysoką absorpcję Tritonu X-100 w paśmie 280 nm, wartość A280 prób badanych należy pomniejszyć o A280 prób kontrolnych, zawierających takie samo stężenie detergentu jak odpowiadające im próby badane.

Rozdział chromatograficzny

1.
Ekstrakt z komórek drożdży rozcieńczyć buforem startowym w taki sposób, aby stężenie białka wynosiło ok. 10 mg/ml, po czym odwirować (10 min, 10 000 ( g).

2.
Preparat nanieść na kolumnę w proporcji 20 mg białka/1ml złoża, przy przepływie 0,5 ml/min. Pozostawić ok. 1 ml nanoszonego preparatu do oznaczenia stężenia białka i aktywności dehydrogenazy.

3.
Po naniesieniu preparatu, białka niewiążące się oraz niespecyficznie zaadsorbowane na złożu odmywać buforem startowym aż do zaniku A280, zbierając frakcje o objętości 4 ml, przy przepływie 0,5 ml/min.

4.
Białka swoiście związane na złożu eluować za pomocą 5 mM NAD XE "NAD" + XE "NAD+"  w buforze startowym (ok. 6 ml), zbierając frakcje o objętości 1 ml, przy przepływie 1 ml/min. Następnie kolumnę przemywać buforem startowym aż do zaniku A280.

5.
W zebranych frakcjach określić obecność białka przy użyciu odczynnika Bradforda XE "odczynnik: Bradforda"  (50 (l danej frakcji + 50 (l odczynnika Bradforda) – niebieskie zabarwienie wskazuje na obecność białka we frakcji.

6.
Pozostałe białka związane na złożu eluować 2 M NaCl w buforze startowym przy przepływie 1 ml/min, aż do zaniku A280.

7.
Po zakończeniu elucji kolumnę przemyć 20 ml H2O, a następnie 6 ml 20% etanolu. Kolumnę można przechowywać do ponownego użycia w temperaturze 4ºC.

Obliczenia

1.
W preparacie nanoszonym na kolumnę i we frakcjach wyeluowanych 5 mM NAD XE "NAD" + XE "NAD+"  (zawierających białko) oznaczyć aktywność dehydrogenazy alkoholowej (rozdział 4.10.4.2) i dokładne stężenie białka metodą Bradforda XE "odczynnik: Bradforda"  (rozdział 3.10.5).

2.
Obliczyć aktywność właściwą preparatu wyjściowego oraz preparatu dehydrogenazy alkoholowej oczyszczonego na złożu Blue-Sepharose CL-6B. Określić stopień oczyszczenia preparatu.

Materiały i odczynniki

· drożdże

· bufor do chromatografii (startowy) o pH 6,4 zawierający: 20 mM Tris-HCl, 5 mM MgCl2, 0,4 mM EDTA i 2 (M ditiotreitol (DTT XE "DTT" )

· 5 mM roztwór NAD XE "NAD" + XE "NAD+"  w buforze startowym

· 2 M NaCl w buforze startowym

· złoże Blue-Sepharose CL-6B (Pharmacia) lub Cibacron Blue F3G Agarose (Sigma)

· 1% Triton X-100

4.9.4.2. Oznaczanie aktywności dehydrogenazy alkoholowej XE "dehydrogenaza: alkoholowa: oznaczanie aktywności " 
Boyer P. (1975) The Enzymes: Vol.XI: Oxidation – Reduction. Part A.

Kłyszejko-Stefanowicz L. Ćwiczenia z biochemii. Praca zbiorowa. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2003.

Zasada metody


Kierunek reakcji katalizowanej przez dehydrogenazę alkoholową:

aldehyd octowy   +   NADH   +   H+   (   etanol   +   NAD XE "NAD" + XE "NAD+" 
zależy od pH; w warunkach zasadowych, stosowanych w poniższej metodzie, równowaga reakcji jest przesunięta w kierunku tworzenia aldehydu z jednoczesną redukcją NAD XE "NAD" + XE "NAD+"  do NADH.

Przejście formy utlenionej NAD XE "NAD" + XE "NAD+"  w formę zredukowaną NADH (Rys. 4.26) można śledzić spektrofotometrycznie. Widma absorpcyjne formy utlenionej i zredukowanej dinukleotydu nikotynamidoadeninowego wykazują znaczne różnice (Rys. 4.27). Obie formy wykazują silne pasmo absorpcyjne przy (= 260 nm, zależne od obecności pierścienia purynowego i pirymidynowego, natomiast tylko postać zredukowana (NADH) ma dodatkowe pasmo absorpcji przy długości fali 340 nm. Jest to wynik redukcji pierścienia pirydynowego w amidzie kwasu nikotynowego prowadzacego do zaniku jego struktury aromatycznej z jednoczesnym powstaniem układu dihydropirydyny.
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Rys. 4.26 Forma utleniona i zredukowana dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
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Rys. 4.27 Widma absorpcyjne NAD XE "NAD" + XE "NAD+"  i NADH

wg Kłyszejko-Stefanowicz L., 2003


Szybkość reakcji powstawania aldehydu octowego i NADH można mierzyć poprzez pomiar przyrostu absorbancji przy 340 nm. Miarą szybkości reakcji są zmiany wartości A340 w jednostce czasu.

Metoda pomiaru zmian A340 w czasie reakcji katalizowanych przez dehydrogenazy, których koenzymem jest NAD XE "NAD" + XE "NAD+"  lub NADP XE "NADP" + XE "NADP+" , zwana jest optycznym testem Warburga XE "optyczny test Warburga" . Jest to metoda szeroko stosowana do oznaczania aktywności wielu dehydrogenaz oraz enzymów katalizujących reakcje sprzężone z dehydrogenazami, gdzie w końcowym etapie także zachodzi redukcja nukleotydów pirydynowych.

Postępowanie

1.
Przygotować mieszaninę reakcyjną – zmieszać: 1,45 ml 0,1 M buforu Tris-HCl o pH 8,8, 50 (l 5 mM NAD XE "NAD" + XE "NAD+"  i 5–10 (l preparatu dehydrogenazy.

2.
Po zmieszaniu powyższych składników zmierzyć A340 (w razie potrzeby poczekać na ustabilizowanie wartości A340).

3.
Reakcję zapoczątkować przez dodanie 10 (l etanolu i natychmiast rozpocząć pomiary A340. Wartości absorbancji odczytywać co 30 sekund.

5.
Przeprowadzić pomiary dla odpowiednich prób kontrolnych: [E+S–] i [E–S+].

6.
Na podstawie przyrostu A340/min oznaczyć aktywność preparatu enzymu w J/ml. Molowy współczynnik absorpcji dla NADH wynosi (340 = 6 220 M–1cm–1.

Materiały i odczynniki

· preparat dehydrogenazy alkoholowej uzyskany w doświadczeniu 4.10.4.1.

· 0,1 M bufor Tris-HCl, pH 8,8

· 5 mM NAD+
· etanol (cz.d.a)

4.9.5. Katalaza

Zasada metody


Katalaza (EC 1.11.1.6) jest enzymem obecnym w peroksysomach prawie wszystkich komórek eukariotycznych. W dużej ilości występuje w krwinkach czerwonych, komórkach wątroby, a w mniejszej w komórkach roślinnych (np. ziemniak). Enzym jest hemoproteiną zbudowaną z 4 podjednostek, z których każda zawiera w centrum aktywnym ugrupowanie hemowe. Jej funkcja sprowadza się do detoksykacji powstającego w komórkach nadlenku wodoru z wytworzeniem wody i tlenu cząsteczkowego:

H2O2   +   H2O2   (   2H2O   +   O2

Postępowanie

1.
W trzech probówkach umieścić niewielkie ilości (około 0,5 g) utartych ziemniaków i dodać 0,5 ml wody destylowanej.

2.
Zawartość jednej z probówek zagotować we wrzącej łaźni i ostudzić, drugą umieścić w zamrażarce, a trzecią pozostawić w temperaturze pokojowej. Wszystkie próby inkubować w podanych warunkach przez 10 minut.

3.
Do każdej probówki dodać 2 ml 3% wody utlenionej. Wydzielające się pęcherzyki tlenu świadczą o zachodzącej reakcji enzymatycznej.

4.
Porównać wyniki otrzymane w poszczególnych próbach.

Materiały i odczynniki

· ziemniak

· 3% woda utleniona

W opracowaniu rozdziału Enzymy korzystano z następujących źródeł:

Dunlap R.B. (red) Immobilized biochemicals and affinity chromatography. Plenum Press New York 1974, 123–134.

Alberts B., Bray D., Johnson A., Lewis J., Raff M., Roberts K., Walter P. Podstawy biologii komórki. Wprowadzenie do biologii molekularnej. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1999.

Kączkowski J. Biochemia roślin. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1992.

Kłyszejko-Stefanowicz L. Cytobiochemia. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1998.

Kłyszejko-Stefanowicz L. Ćwiczenia z biochemii. Praca zbiorowa. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2003.

Lamkin G.E., King E.E. (1976) Blue Sepharose: a reusable affinity chromatography medium for purification of alcohol dehydrogenase. Biochem Biophys Res Commun. 72, 560–565.

Lehninger A.L. Biochemia. Państwowe Wydawnictwo Rolniczo-Leśne, Warszawa 1979.

Mejbaum-Katzenellenbogen W. Ćwiczenia z biochemii dla biologów. Wydawnictwo Uniwersytetu Wrocławskiego, Wrocław 1992.

Minakowski W. Biochemia kręgowców. Państwowe Wydawnictwo Naukowe, Warszawa 1990.

Stryer L. Biochemia. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2003.

Voet D., Voet J.G. Biochemistry. John Wiley & Sons, Inc. New York 1990.

Zgirski A., Gondko R. Obliczenia biochemiczne. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1998.

Strona internetowa International Union of Pure and Applied Chemistry: http://www.chem.qmul.ac.uk/iupac/AminoAcid/
Strona internetowa Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB): http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/

 XE "enzymy" \r "enzymy" 
5. Cukry

5.1. Monosacharydy


Cukry proste XE "cukry: proste"  (monosacharydy) klasyfikuje się wg grup funkcyjnych (aldozy, ketozy) i ilości atomów węgla w cząsteczce (triozy, tetrozy, pentozy XE "pentoza" , heksozy XE "heksoza" , itd.). Najprostsze monosacharydy to trójwęglowe triozy: aldehyd glicerynowy XE "aldehyd glicerynowy"  (aldoza XE "aldoza" ) i dihydroksyaceton (ketoza XE "ketoza" ) (Rys. 5.1).
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Rys. 5.1 Przykłady prostych monosacharydów


Aldehyd glicerynowy posiada jeden asymetryczny atom węgla i dlatego występuje w postaci dwóch izomerów przestrzennych: D i L. Do szeregu konfiguracyjnego D zalicza się te cukry, które w formie łańcuchowej (przedstawionej wzorami rzutowymi Fischera) przy węglu asymetrycznym o najwyższej numeracji (przy przedostatnim licząc od grupy aldehydowej lub ketonowej) mają po prawej stronie grupę hydroksylową. Jeśli grupa ta znajduje się po lewej stronie, związek taki należy do szeregu L. Trzy podstawowe aldoheksozy (glukoza XE "glukoza" , galaktoza XE "galaktoza"  i mannoza XE "mannoza" ) posiadają cztery asymetryczne atomy węgla i dlatego całkowita ilość stereoizomerów wynosi 24, czyli 16. Związki takie wykazują aktywność optyczną, która umożliwia skręcanie płaszczyzny światła spolaryzowanego.

Monosacharydy zawierające cztery lub więcej atomów węgla w cząsteczce, występują w postaci pierścieniowych odmian tautomerycznych, tworzących się w wyniku powstawania wewnątrzcząsteczkowych wiązań półacetalowych XE "wiązanie półacetalowe"  (Rys. 5.2). Formy otwartego łańcucha w roztworach ulegają cyklizacji, tworząc struktury pierścieniowe i zarówno w stanie stałym jak i w roztworze, nie zawierają one wolnej grupy aldehydowej lub ketonowej. Rotacja wokół wiązania między C-4 i C-5 D-glukozy przenosi grupę hydroksylową C-5 do grupy aldehydowej C-1, co powoduje utworzenie cyklicznego półacetalu. Forma otwartego łańcucha glukozy i innych aldoheksoz w roztworach wodnych istnieje tylko w bardzo małych ilościach (<1%). Reakcja grupy hydroksylowej C-5 z grupą karbonylową C-2 daje cykliczny półketal.

Niezależnie od konfiguracji przy pozostałych asymetrycznych atomach węgla, która w formie pierścieniowej jest taka sama jak w łańcuchowej, możliwe są dwie formy pierścieniowe każdego monosacharydu, różniące się położeniem grupy –OH przy półacetalowym atomie węgla (w formie łańcuchowej węgiel ten nie jest asymetryczny).
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Rys. 5.2 Formy występowania glukozy i fruktozy

Zjawisko istnienia dwóch odmian tej samej cyklicznej postaci monosacharydu, różniących się tylko orientacją przestrzenną pierwszego atomu węgla w cząsteczce aldoz lub drugiego atomu węgla w cząsteczce ketoz, nosi nazwę anomerii XE "anomeria " 

 XE "cukry: anomeria " . Takie odmiany związków nazywa się anomerami, a atomy węgla, warunkujące występowanie tej odmiany izomerii, atomami anomerycznymi. Formy ( i ( różnią się od siebie przede wszystkim skręcalnością optyczną. Każdy z dwóch trwałych w stanie krystalicznym anomerów w roztworze przechodzi w równowagową mieszaninę obu tych odmian. SYMBOL 97 \f "Symbol"-D-glukopiranoza XE "(-D-glukopiranoza"  o skręcalności właściwej XE "skręcalność właściwa"  SYMBOL 91 \f "Symbol"

SYMBOL 97 \f "Symbol"

SYMBOL 93 \f "Symbol"D = +112º, a SYMBOL 98 \f "Symbol"-D-glukopiranoza XE "(-D-glukopiranoza"  o skręcalności właściwej         SYMBOL 91 \f "Symbol"

SYMBOL 97 \f "Symbol"

SYMBOL 93 \f "Symbol"D = +19º, w roztworze osiągają stan równowagi, aż do uzyskania skręcalności właściwej SYMBOL 91 \f "Symbol"

SYMBOL 97 \f "Symbol"

SYMBOL 93 \f "Symbol"D = +52º. Zjawisko to nosi nazwę mutarotacji XE "mutarotacja" . W pH 7,0 wodny roztwór glukozy zawiera 36% SYMBOL 97 \f "Symbol"-D-glukopiranozy i 64% SYMBOL 98 \f "Symbol"-D-glukopiranozy. Takie odmiany anomeryczne przedstawiane są za pomocą wzorów Haworth'a (Rys. 5.3). SYMBOL 97 \f "Symbol" i SYMBOL 98 \f "Symbol" określają położenie grupy –OH przy pierwszym półacetalowym atomie węgla (SYMBOL 97 \f "Symbol" – grupa –OH poniżej płaszczyzny, SYMBOL 98 \f "Symbol" – grupa –OH powyżej płaszczyzny). W pełni przestrzenny kształt cząsteczki cukru oddaje konformacja krzesełkowa (wg niej podstawniki umieszczone są aksjalnie i ekwatorialnie).
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Rys. 5.3 Formy pierścieniowe glukozy

5.1.1. Wpływ zasad na cukry


Cząsteczki cukrów występujące w środowisku obojętnym w formie pierścieniowej, przekształcają się w środowisku zasadowym w formy łańcuchowe. W obecności słabych zasad (0,05 M) formy łańcuchowe ulegają enolizacji. Zostają zniesione różnice konfiguracji między C-1 i C-2. Glukoza przekształca się w mannozę i fruktozę XE "fruktoza"  i te trzy cukry epimeryczne są w stanie równowagi. Epimery różnią się tylko konfiguracją wokół jednego atomu węgla (np. D-glukoza XE "glukoza"  i D-mannoza XE "mannoza"  przy C-2, D-glukoza i D-galaktoza XE "galaktoza"  przy C-4). Stężone zasady (>0,5 M) powodują przemieszczanie wiązania enolowego w inne pozycje łańcucha węglowego, a podczas ogrzewania ze stężonymi zasadami dochodzi do rozerwania łańcucha i utworzenia dwuwęglowych oraz trójwęglowych fragmentów o silnych właściwościach redukujących (m.in. erytrozy, aldehydu glikolowego).

Wpływ stężonych kwasów na cukry


Ogrzewanie cukrów z silnymi kwasami (stężony kwas siarkowy (VI) lub solny) powoduje dehydratację, a nawet rozpad łańcucha węglowego. Z pentoz XE "pentoza"  w środowisku silnie kwaśnym powstaje furfural XE "furfural" , a z heksoz XE "heksoza"  5-hydroksymetylofurfural XE "5-hydroksymetylofurfural"  (Rys. 5.4). Najszybciej reagują monosacharydy, natomiast disacharydy i polisacharydy XE "polisacharydy"  wcześniej ulegają hydrolizie. Furfural i 5-hydroksymetylofurfural kondensując z jednowodorotlenowymi fenolami (np. z SYMBOL 97 \f "Symbol"-naftolem) tworzą połączenia triarylometanowe, w których układ chinoidowy stanowi grupę chromoforową, decydującą o barwie powstałego kompleksu. Wielowodorotlenowe fenole (np. rezorcyna XE "rezorcyna" , orcyna XE "orcyna" , floroglucyna) tworzą połączenia ksantenowe. W reakcje kondensacji z pochodnymi furfuralu mogą też wchodzić inne związki aromatyczne, np. antron, benzydyna, difenyloamina XE "difenyloamina" . Wszystkie cukry reagują z SYMBOL 97 \f "Symbol"-naftolem. Wolne pentozy, ich estry fosforanowe oraz ryboza XE "ryboza"  związana w nukleozydach i nukleotydach purynowych dają reakcję dodatnią z orcyną i jonami żelaza (Fe3+). Ryboza i deoksyryboza XE "deoksyryboza"  związane z zasadami pirymidynowymi, dają bardzo słaby odczyn. Deoksyryboza ogrzewana w środowisku silnie kwaśnym tworzy niebieski kompleks z difenyloaminą. Ryboza i inne pentozy nie dają tego odczynu. Ketozy natomiast reagują z rezorcyną.
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Rys. 5.4 Reakcja odwodnienia pentoz i heksoz

5.1.2. Odczyny wspólne dla wszystkich cukrów

5.1.2.1. Próba Molischa XE "cukry: oznaczanie: próba: Molischa"  z SYMBOL 97 \f "Symbol"-naftolem XE "(-naftol" 
Zasada metody


Dodatnią próbę Molischa wykazują wszystkie cukry, a także aldehydy, aceton i kwasy organiczne. W obecności stężonego kwasu siarkowego dochodzi do odwodnienia cukrów i powstaje furfural XE "furfural"  lub 5-hydroksymetylofurfural XE "5-hydroksymetylofurfural" , które z α-naftolem tworzą barwne kompleksy (Rys. 5.5). Ujemna próba Molischa wyklucza obecność cukru.
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Rys. 5.5 Reakcja Molischa XE "cukry: oznaczanie: próba: Molischa" 
Postępowanie

1.
Do 2 ml badanego roztworu dodać dwie krople odczynnika Molischa XE "odczynnik: Molischa"  zawierającego (-naftol, zmieszać i ostrożnie podwarstwić 1 ml stężonego kwasu siarkowego.

2.
Na granicy faz powstaje czerwono-fioletowy krążek.

Materiały i odczynniki

· 1% roztwór glukozy, fruktozy, sacharozy

· 0,1% roztwór skrobi i glikogenu

· odczynnik Molischa XE "odczynnik: Molischa" : 10% SYMBOL 97 \f "Symbol"-naftol

· stężony kwas siarkowy (VI)

Wykrywanie ketoz - próba Seliwanowa XE "cukry: oznaczanie: próba: Seliwanowa"  z rezorcyną

Zasada metody


Dodatni odczyn Seliwanowa wykazują ketozy. Po odwodnieniu tych cukrów w obecności stężonego kwasu solnego powstaje furfural XE "furfural"  lub 5-hydroksymetylofurfural XE "5-hydroksymetylofurfural" , które z rezorcyną tworzą barwne kompleksy (Rys. 5.6).
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Rys. 5.6 Reakcja Seliwanowa XE "cukry: oznaczanie: próba: Seliwanowa" 
Postępowanie

1.
Do 1 ml odczynnika Seliwanowa XE "odczynnik: Seliwanowa"  dodać kroplę roztworu fruktozy. Zmieszać i wstawić do wrzącej łaźni wodnej dokładnie na 30 sek.

2.
Wyjąć i oziębić. Próba przyjmuje czerwone zabarwienie.

3.
Próbę powtórzyć na innych cukrach. Inne cukry dają dodatni odczyn Seliwanowa po dłuższym ogrzewaniu.

Materiały i odczynniki

· 1% roztwór glukozy, fruktozy i sacharozy

· 0,1% roztwór skrobi, glikogenu

· odczynnik Seliwanowa: stężony kwas solny rozcieńczyć dwa razy wodą i rozpuścić w nim rezorcynę do uzyskania roztworu o stężeniu 0,05%

5.1.3. Wykrywanie pentoz XE "pentoza" 
5.1.3.1. Próba Biala XE "cukry: oznaczanie: próba: Biala"  na pentozy

Zasada metody


Wolne pentozy, ich estry fosforanowe oraz ryboza XE "ryboza"  związana w nukleozydach i nukleotydach purynowych ogrzewane ze stężonym kwasem solnym odwadniają się do furfuralu, który z orcyną i jonami Fe3+ daje zielono zabarwiony kompleks. Deoksyryboza oraz ryboza związana z zasadami pirymidynowymi dają bardzo słaby odczyn.

Postępowanie

1.
Do probówki dodać 1 ml roztworu rybozy oraz 1 ml odczynnika Biala XE "odczynnik: Biala" , zamieszać i wstawić do wrzącej łaźni wodnej na okres 20 minut.

2.
Próbę powtórzyć na roztworach RNA i DNA.

3.
Opisać wynik.

Materiały i odczynniki

· 0,01% roztwór rybozy

· 0,05% roztwory RNA i DNA

· odczynnik Biala XE "odczynnik: Biala" : w 100 ml stężonego kwasu solnego rozpuścić 0,5 g orcyny i dodać kilka kropel 10% roztworu chlorku żelaza (III)

5.1.3.2. Próba Dischego XE "cukry: oznaczanie: próba: Dischego"  na deoksyrybozę

Zasada metody


Deoksyryboza XE "deoksyryboza"  ogrzewana w środowisku silnie kwaśnym odwadnia się do furfuralu, który tworzy niebieski kompleks z difenyloaminą. Ryboza i inne pentozy nie dają tego odczynu.

Postępowanie

1.
Do probówki dodać 1 ml DNA oraz 1 ml odczynnika Dischego XE "odczynnik: Dischego" , zamieszać i wstawić na okres 10 minut do wrzącej łaźni wodnej.

2.
Próbę powtórzyć na roztworze RNA. Porównać uzyskane wyniki.

Materiały i odczynniki

· 0,05% roztwory RNA i DNA

· odczynnik Dischego XE "odczynnik: Dischego" : 1 g difenyloaminy rozpuścić w 2,5 ml stężonego kwasu siarkowego (VI) i uzupełnić do 100 ml kwasem octowym lodowatym

5.1.4. Właściwości redukujące XE "cukry: redukujące"  cukrów

Zasada metody


Za właściwości redukujące XE "właściwości redukujące cukrów"  cukrów odpowiedzialna jest wolna grupa aldehydowa XE "grupa aldehydowa"  lub ketonowa. W środowisku zasadowym formy pierścieniowe cukrów przechodzą w łańcuchowe i grupa aldehydowa odtwarza się przy C-1 w glukopiranozie, a grupa ketonowa XE "grupa ketonowa"  przy C-2 we fruktofuranozie. Cukry redukujące XE "cukry: redukujące"  zawierają zawsze wolne grupy aldehydowe lub ketonowe i należą do nich wszystkie cukry proste XE "cukry: proste"  oraz oligosacharydy XE "cukry: oligosacharydy" , które posiadają wolną grupę aldehydową lub ketonową. Cukry takie podczas ogrzewania w środowisku zasadowym tworzą silnie redukujące produkty. W większości prób redukcyjnych wykorzystuje się redukcję jonów miedzi (II) do jonów miedzi (I). W środowisku zasadowym cukry ulegają także izomeryzacji i degradacji. 

5.1.4.1. Próba Trommera XE "cukry: oznaczanie: próba: Trommera" 
Postępowanie

1.
Do 2 ml roztworu cukru dodać równą objętość 2 M wodorotlenku sodu i kroplami, wstrząsając probówkę po dodaniu każdej kropli, 0,25 M roztwór siarczanu (VI) miedzi (II). Dodawanie siarczanu przerwać po kropli, która się już nie rozpuszcza.

2.
Górną warstwę klarownego płynu ogrzać w płomieniu palnika. Próby wykonać na roztworach glukozy, fruktozy i sacharozy.
Materiały i odczynniki

· 1% roztwór glukozy, fruktozy i sacharozy

· 0,25 M roztwór siarczanu (VI) miedzi (II)

· 2 M wodorotlenek sodu

5.1.4.2. Próba Benedicta XE "cukry: oznaczanie: próba: Benedicta" 
Zasada metody


Próba ta stanowi jeden z najczulszych odczynów redukcyjnych na cukry. Barwa powstającego osadu tlenku miedziawego zależy od wielkości cząsteczek wypadających z roztworu. Cząstki najdrobniejsze dają barwę zieloną, a największe czerwoną. Próba ta może służyć do przybliżonego określania stężenia cukru w badanym roztworze (Tab. 5.1).

Postępowanie

1.
Do 5 ml odczynnika Benedicta XE "odczynnik: Benedicta"  dodać 8 kropli badanego roztworu cukru, zmieszać i wstawić do wrzącej łaźni wodnej na 5 min.

2.
Po oziębieniu w strumieniu bieżącej wody, roztwór zmienia barwę i mętnieje.

Tab. 5.1 Zależność odczynu Benedicta XE "cukry: oznaczanie: próba: Benedicta"  od zawartości cukru

	barwa
	ocena redukcji
	przybliżona zawartość cukru (g/100 ml)

	bez zmian
	–
	0

	zielona, brak osadu
	+/–
	0,1–0,3

	zielona, osad
	+
	0,5

	żółto-zielona, osad
	++
	1,0

	pomarańczowa, osad
	+++
	1,5

	czerwona, osad
	++++
	2,0 i powyżej


Materiały i odczynniki

· 0,1, 0,5, 1,5% roztwory glukozy

· odczynnik Benedicta XE "odczynnik: Benedicta" : 173 g krystalicznego cytrynianu sodu i 100 g bezwodnego węglanu sodu rozpuścić na gorąco w 600 ml wody; przesączyć, a do przesączu dodawać wolno, stale mieszając, 100 ml 17,3% roztworu siarczanu (VI) miedzi (II); uzupełnić do 1 l wodą

5.2. Oligosacharydy


Oligosacharydy to związki, które powstają przez połączenie od dwóch do dziewięciu reszt monosacharydów. Najczęściej występują disacharydy, czyli dwa cukry połączone wiązaniem glikozydowym (Rys. 5.7), w którym uczestniczy półacetalowy atom węgla jednej cząsteczki cukru oraz dowolny atom węgla drugiej cząsteczki. Jeśli w jednym z cukrów znajduje się wolna grupa –OH przy półacetalowym atomie węgla, to disacharyd XE "disacharyd"  zachowuje się pod wieloma względami jak monosacharyd XE "monosacharyd" . Wykazuje m.in. właściwości redukujące XE "właściwości redukujące cukrów" . Do takich cukrów należy laktoza XE "laktoza"  i maltoza XE "maltoza" .


Cukry nieredukujące XE "cukry: nieredukujące"  to disacharydy, w których grupy –OH przy półacetalowym atomie węgla obu monosacharydów biorą udział w wiązaniu glikozydowym (np. sacharoza XE "sacharoza" ).

[image: image201.png]NH-
/CH3 )\
HN \
N OQ\N/ O N
Tymlna 5ok EYtOZyna ¥ Ul‘acyl
(5-metylo-2,4-dwuoksypirymidyna) (2-0ksy-4-aminopirymidyna) (2,4-dwuoksypirymidyna)

N
Pirymidyna

e N
) I P,
K N/ y N/ \N N
Ademna 2 Guanina

(6-aminopuryna) (2-amino-6-oksypuryna)






Rys. 5.7 Przykłady disacharydów

5.2.1. Wpływ rozcieńczonych kwasów na oligosacharydy XE "cukry: oligosacharydy" 
Zasada metody


Wszystkie disacharydy łatwo ulegają kwaśnej hydrolizie, co świadczy o obecności w nich wiązań glikozydowych. Hydroliza wiązań glikozydowych (włączanie cząsteczki wody) przebiega w środowisku kwaśnym. Oligosacharydy hydrolizują już w obecności słabych kwasów (0,5–1 M). Pękają wówczas wiązania glikozydowe z uwolnieniem monosacharydów. Sacharoza hydrolizuje bardzo łatwo już w temp. pokojowej w obecności 0,1 M kwasu solnego. W przypadku sacharozy zachodzi specyficzne zjawisko zwane inwersją. Po rozpuszczeniu i hydrolizie sacharozy wykazującej skręcalność właściwą XE "skręcalność właściwa"  SYMBOL 91 \f "Symbol"

SYMBOL 97 \f "Symbol"

SYMBOL 93 \f "Symbol"D = +67º, otrzymuje się lewoskrętną mieszaninę D-glukozy i D-fruktozy XE "fruktoza" .

Postępowanie

1.
Do 5 ml 1% roztworu sacharozy dodać równą objętość 0,1 M kwasu solnego i wstawić na 15 minut do wrzącej łaźni wodnej.

2.
Wykonać próbę redukcyjną przed i po hydrolizie.

Materiały i odczynniki

· 1% roztwór sacharozy

· 0,1 M kwas solny

· 2 M wodorotlenek sodu

· 0,25 M siarczan (VI) miedzi (II)

5.2.2. Odróżnianie monosacharydów od disacharydów

5.2.2.1. Próba Barfoeda XE "cukry: oznaczanie: próba: Barfoeda" 
Zasada metody


Próba ta pozwala na odróżnienie monosacharydów od disacharydów redukujących na podstawie reakcji redukcji w środowisku lekko kwaśnym. Monosacharydy łatwo wykazują właściwości redukujące XE "właściwości redukujące cukrów"  natomiast disacharydy dopiero po dłuższym ogrzewaniu, gdy zostanie rozerwane wiązanie glikozydowe XE "wiązanie glikozydowe" .

Postępowanie

1.
Do 1 ml odczynnika Barfoeda XE "odczynnik: Barfoeda"  dodać 1 ml roztworu cukru i po wymieszaniu wstawić do łaźni wodnej na 3 min.

2.
Pojawia się czerwony osad tlenku miedziawego (Cu2O) w probówce z monosacharydem, a w probówkach z disacharydami dopiero po ogrzewaniu kilkunastominutowym.

Materiały i odczynniki

· odczynnik Barfoeda XE "odczynnik: Barfoeda" : 13,3 g octanu miedzi rozpuścić w 200 ml wody, przesączyć i dodać 1,8 ml kwasu octowego lodowatego

5.3. Polisacharydy


Polisacharydy, inaczej cukry złożone XE "cukry: złożone" , to liniowe lub rozgałęzione polimery o dużej masie cząsteczkowej, zbudowane z podjednostek – monosacharydów. Strukturę liniową wykazuje amyloza XE "amyloza"  wchodząca w skład skrobi (wiązania SYMBOL 97 \f "Symbol"-1,4-glikozydowe) i celuloza XE "celuloza"  (wiązania SYMBOL 98 \f "Symbol"-1,4-glikozydowe), a strukturę rozgałęzioną amylopektyna XE "amylopektyna" , wchodząca w skład skrobi i glikogen XE "glikogen"  (wiązania SYMBOL 97 \f "Symbol"-1,4 XE "wiązanie (-1,4-glikozydowe"  i SYMBOL 97 \f "Symbol"-1,6-glikozydowe XE "wiązanie (-1,6-glikozydowe " ). W glikogenie wiązania (-1,6-glikozydowe występują co 6-10 reszt glukozowych, a w skrobi co 25 reszt glukozowych, powodując, że glikogen jest polisacharydem o strukturze bardziej rozgałęzionej w porównaniu ze skrobią (Rys. 5.8). Polisacharydy dają pozytywny odczyn w reakcji z jodem (rozdział 5.3.1).
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Rys. 5.8 Podstawowe wiązania glikozydowe łączące monomery cukrów w polisacharydach

5.3.1. Próba jodowa XE "cukry: oznaczanie: próba: jodowa" 
Zasada metody


Zabarwienie skrobi pod wpływem jodu spowodowane jest adsorpcją jodu na cząsteczce polisacharydu. Adsorpcja ma charakter kanałowy, tzn. cząsteczki jodu wchodzą do kanału utworzonego przez spiralnie skręcone łańcuchy skrobi. Cząsteczki jodu w obrębie spirali skrobi tworzą prosty łańcuch, wzdłuż którego mogą przemieszczać się elektrony, co powoduje pochłanianie światła przez cały kompleks. Barwa zależy od długości łańcucha. Amyloza daje zabarwienie niebieskie, amylopektyna XE "amylopektyna"  fioletowo-czerwone. W obecności zasad zabarwienie nie powstaje, gdyż jod reaguje z jonem wodorotlenowym.

Postępowanie

1.
Do 2 ml słabo kwaśnego roztworu skrobi dodać 1 kroplę 0,01 M roztworu jodu w 1% jodku potasu. Próbę powtórzyć na roztworze glikogenu.

2.
Probówki, w których powstała niebieska barwa z jodem, ogrzać we wrzącej łaźni wodnej, a następnie oziębić pod bieżącą wodą.

3.
Próbę powtórzyć używając zasadowego roztworu skrobi oraz skrobi, do której uprzednio dodano etanol.
Materiały i odczynniki

· 0,1% roztwór skrobi, glikogenu

· 0,01 M jod w 1% jodku potasu

· 2 M chlorek sodu

· 2 M kwas solny

· etanol

· 1 M wodorotlenek sodu

5.3.2. Kwaśna hydroliza polisacharydów XE "polisacharydy: kwaśna hydroliza" 

 XE "kwaśna hydroliza polisacharydów " 
Zasada metody


Stopniowa hydroliza skrobi zachodzi pod wpływem rozcieńczonych kwasów. Pękają wówczas wiązania glikozydowe z przyłączeniem cząsteczki wody. Początkowo powstają dekstryny XE "dekstryny" , następnie maltoza XE "maltoza"  i ostatecznie glukoza XE "glukoza" . Rozrywanie wiązań glikozydowych powoduje wzrost właściwości redukujących hydrolizatu, gdyż uwalnia się grupa aldehydowa XE "grupa aldehydowa" . Powoduje to zanik reakcji z jodem. Całkowita hydroliza polisacharydów wymaga dłuższego ogrzewania w obecności silnych kwasów (1–2 M kwas solny lub siarkowy (VI)) w temp. wrzenia.

Postępowanie

1.
Do probówki odmierzyć 5 ml roztworu skrobi i dodać 2 ml 2 M kwasu solnego. Zmieszać i wstawić do wrzącej łaźni wodnej. Co 3 minuty pobierać kroplę roztworu i na płytce porcelanowej wykonywać reakcję z jodem. Zakończyć hydrolizę, gdy barwa jodu nie ulega zmianie. Barwę jodu porównywać z barwą próby kontrolnej (kropla wody i kropla roztworu jodu) oraz z barwą próby zerowej (przed hydrolizą). Po oziębieniu próbę zobojętnić i wykonać próbę na cukry redukujące.

2.
Powtórzyć doświadczenie stosując roztwór glikogenu.

3.
Skrawki bibuły umieścić w probówce, dodać 10 ml wody i 1 ml stężonego kwasu siarkowego. Wstawić na 20 minut do wrzącej łaźni wodnej. Po zobojętnieniu wykonać próbę redukcyjną na cukry (doświadczenie 5.1.6).

Materiały i odczynniki

· 1% roztwór skrobi, glikogenu

· bibuła

· 2 M kwas solny

· 2 M wodorotlenek sodu

· stężony kwas siarkowy (VI)

· 0,01 M jod w 1% jodku potasu

· odczynniki potrzebne w próbach redukujących cukrów

5.3.3. Enzymatyczna hydroliza polisacharydów XE "polisacharydy: enzymatyczna hydroliza

 XE "enzymatyczna hydroliza polisacharydów" 

 XE "amylazy: α-amylazy: oznaczanie aktywności (-amylazy ślinowej " 
Zasada metody


Hydroliza enzymatyczna skrobi i glikogenu zachodzi pod wpływem enzymów amylaz. SYMBOL 97 \f "Symbol"-amylazy XE "amylazy: (-amylazy " 

 XE "amylazy"  (E.C.3.2.1) są endoglukozydazami hydrolizującymi wiązania SYMBOL 97 \f "Symbol"-1,4-glikozydowe położone wewnątrz cząsteczki polisacharydu. Pierwszym produktem tej reakcji są erytrodekstryny dające z jodem zabarwienie czerwono-fioletowe. Następnie powstają niskie dekstryny XE "dekstryny"  (6–7 cząsteczek glukozy), a produktem końcowym jest maltoza XE "maltoza" . SYMBOL 97 \f "Symbol"-amylazy występują w ślinie, trzustce i słodzie.

Postępowanie

1.
W probówce wirówkowej zebrać ok. 2 ml śliny i odwirować 5 minut przy 5 000 obr./min.

2.
Klarowną ślinę rozcieńczyć 50–100-krotnie wodą destylowaną.

3.
W zagłębieniach płytek porcelanowych umieścić po 3 krople jodu w jodku potasu i kroplę kwasu solnego.

4.
Do probówki odmierzyć 5 ml skrobi, 2 ml chlorku sodu i 2 ml buforu o pH 6,6. Zmieszać i wstawić do łaźni wodnej o temp. 37ºC.

5.
Po kilku minutach dodać 1 ml rozcieńczonej śliny, zmieszać i zanotować czas.

6.
Dokładnie w odstępach jednominutowych pobierać po dwie krople mieszaniny inkubacyjnej i umieszczać w zagłębieniach płytki.

7.
Zanotować czas, po którym pobrana próbka nie zmienia barwy jodu.

8.
Podać aktywność amylazy w ślinie w jednostkach/ml. W tym doświadczeniu za 1 jednostkę amylazy przyjmuje się taką aktywność enzymu, która hydrolizuje 50 mg skrobi w czasie 10 minut w temp. 37ºC, w pH 6,6, w obecności jonów chlorkowych, do produktów nie dających barwy z jodem (punkt achromowy).

Przykład obliczenia


Do oznaczenia pobrano 1 ml 100-krotnie rozcieńczonej śliny, a punkt achromowy osiągnięto po 8 min. Aktywność amylazy XE "amylazy"  w ślinie wynosi 10/8100 = 125 jednostek/ml.

Materiały i odczynniki

· 1 M kwas solny

· 1 M wodorotlenek sodu

· 0,01 M jod w 1% jodku potasu

· 1% roztwór skrobi

· 1% chlorek sodu

· 0,1 M bufor cytrynianowo-fosforanowy, pH 6,6

5.3.4. Oznaczanie cukrów redukujących metodą Bernfelda XE "cukry: oznaczanie: próba: Bernfelda" 
Summer J.B., Howell S.F. (1955) Methods in Enzymology 1, 145.

Zasada metody


Grupy redukujące XE "cukry: redukujące"  cukrów uwolnione podczas hydrolizy skrobi przez amylazy XE "amylazy"  ulegają utlenieniu pod wpływem kwasu 3,5-dinitrosalicylowego (DNS XE " kwas 3,5-dinitrosalicylowy (DNS)" ). Intensywność zabarwienia powstających związków jest proporcjonalna do zawartości cukrów w próbie.

Postępowanie

1.
Do 2 ml roztworu zawierającego 10–120 SYMBOL 109 \f "Symbol"g cukru dodać następujące odczynniki i dokładnie wymieszać:

	składnik
	próba badana
	próba wzorcowa
	próba odczynnikowa

	materiał badany
	2 ml
	–
	–

	wzorzec
	–
	2 ml
	–

	woda destylowana
	–
	–
	2 ml

	DNS
	2 ml
	2 ml
	2 ml


2.
Próby inkubować 5 minut we wrzącej łaźni wodnej. Po ochłodzeniu dodać 6 ml wody destylowanej i odczytać absorbancję prób badanych i wzorcowych wobec próby odczynnikowej przy długości fali 530 nm, w kuwecie o grubości 1 cm.

Obliczanie wyników

1.
Krzywą wzorcową sporządzić w zakresie 10–100 SYMBOL 109 \f "Symbol"g glukozy.

2.
Z krzywej wzorcowej wykreślonej przez połączenie linią prostą punktów odpowiadających absorbancji wzorców, odczytać stężenie cukru w próbie badanej.

Materiały i odczynniki

· wzorzec: roztwór glukozy o stężeniu 100 SYMBOL 109 \f "Symbol"g/ml

· odczynnik dinitrosalicylowy (DNS): 1 g kwasu dinitrosalicylowego, 20 ml 2 M NaOH, 3 g winianu sodowo-potasowego; uzupełnić wodą destylowaną do 100 ml

5.3.5. Ilościowe oznaczanie glukozy XE "glukoza" 

Oznaczanie glukozy stanowi jedno z najważniejszych i najczęściej wykonywanych badań w laboratoriach analitycznych. Obecnie zarzucono już stosowane dawniej pracochłonne i nieswoiste metody, oparte na właściwościach redukujących cukrów. Także metoda Hultmana, polegająca na kondensacji o-toluidyny z aldozami, a więc we krwi z glukozą i galaktozą, jest wycofywana ze względu na rakotwórcze działanie o-toluidyny. Do najczulszych i najbardziej swoistych metod oznaczania glukozy należą metody enzymatyczne XE "cukry: oznaczanie: enzymatyczne" . Wyniki otrzymywane tymi metodami są około 20–25% niższe od wyników otrzymywanych metodami redukcyjnymi. W reakcjach bowiem w zasadzie nie biorą udziału inne związki niecukrowe, a także inne niż glukoza cukry. Do stosowanych obecnie rutynowo należy metoda oksydazowa. 

5.3.6. Oznaczanie glukozy metodą enzymatyczną  XE "cukry: oznaczanie: enzymatyczne" 
Zasada metody


Glukoza zawarta w próbce utlenia się pod wpływem oksydazy XE "oksydazy"  glukozowej (GOD XE "GOD" ) do kwasu glukonowego z wytworzeniem nadtlenku wodoru. Reakcja może być uwidoczniona w obecności odpowiedniego wskaźnika (np. ABTS XE "ABTS"  – sól sodowa kwasu 2,2'-azyno-di(3-etylo-benzotiazolino-6-sulfonowego), który utlenia się nadtlenkiem wodoru przy udziale peroksydazy XE "oksydoreduktazy: peroksydazy"  (POD XE "POD" ). Natężenie powstałego zabarwienia jest proporcjonalne do stężenia glukozy w badanej próbce.


Metoda ta jest swoista dla glukozy w pierwszym etapie. Drugi etap stwarza możliwość wielorakich interakcji. Wszystkie substancje podlegające łatwo reakcjom red–oks, występujące we krwi (glutation XE "glutation" , kwas askorbinowy, kwas moczowy, bilirubina) lub wprowadzone do organizmu (niektóre leki – kwas acetylosalicylowy, penicyliny, tetracykliny) oraz składniki patologiczne (kwas acetooctowy), łatwo reagują z nadtlenkiem wodoru i zmniejszają wynik reakcji w sposób nieswoisty. Ponadto krew, nawet po odbiałczeniu, może zawierać czynniki (porfiryny, jony żelaza) działające podobnie do peroksydazy XE "oksydoreduktazy: peroksydazy" . 

Utrzymanie stałego stężenia glukozy we krwi jest wynikiem działania mechanizmów regulujących i równowagi pomiędzy katabolizmem i anabolizmem glukozy, a nadrzędną rolę pełnią czynniki hormonalne.

Hyperglikemia XE "hyperglikemia"  – wzrost stężenia glukozy we krwi – występuje fizjologicznie w 30–60 minucie po posiłku. W stanach patologicznych może być spowodowana:

a)
zmniejszonym zużyciem glukozy w tkankach (cukrzyca),

b)
zwiększonym rozpadem glikogenu w wątrobie (nadczynność tarczycy),

c)
zwiększoną glukoneogenezą.

Zwiększenie stężenia glukozy we krwi powyżej 160 mg/dl (8,88 mmol/l) prowadzi do przekroczenia progu nerkowego, co powoduje glukozurię, czyli utratę glukozy z moczem.

Hypoglikemia XE "hypoglikemia"  – zmniejszenie stężenia glukozy we krwi – może być spowodowana:

a)
wyczerpaniem rezerw glikogenu XE "glikogen"  w wątrobie (niewydolność wątroby) lub utratą zdolności do rozkładu glikogenu (choroba spichrzeniowa – brak fosfatazy G-6-P),

b)
zwiększonym zużyciem glukozy w tkankach (nadmiar insuliny),

c)
zużyciem glukozy do syntezy laktozy w okresie laktacji.

Wartości prawidłowe:

· krew: 60 –100 mg/dl (3,36 – 5,6 mmol/l)

· osocze: 70 –110 mg/dl (3,92 – 6,16 mmol/l)

· płyn mózgowo-rdzeniowy: 45 – 70 mg/dl (2,52 – 3,92 mmol/l)

Postępowanie


Wykonanie doświadczenia zgodnie z protokołem.

5.3.7. Oznaczanie cukrów mikrometodą fenolową XE "cukry: oznaczanie: mikrometodą fenolową" 
Dubois M., Gilles K.H., Hamilton J.K., Rebers P.H., Smith F. (1956) Anal. Chem. 28, 350–356.

Zasada metody


Cukry proste XE "cukry: proste" , oligosacharydy XE "cukry: oligosacharydy"  oraz polisacharydy XE "polisacharydy"  ulegają odwodnieniu pod wpływem stężonego kwasu siarkowego. Z pentoz XE "pentoza"  powstaje furfural XE "furfural" , a z heksoz XE "heksoza"  oksymetylenofurfural. Związki te w obecności fenolu i stężonego kwasu siarkowego tworzą kompleks o zabarwieniu pomarańczowym. Reakcja jest czuła, a barwa trwała. Mikrometoda ta jest szczególnie dobra do oznaczania małych ilości cukrów, rozdzielonych metodą chromatograficzną z użyciem układu fenol : woda oraz układów lotnych (np. etanol : woda).

Postępowanie

1.
Przy oznaczaniu cukrów związanych w glikoproteinach, przed przeprowadzeniem reakcji barwnej najpierw należy przeprowadzić hydrolizę białek w celu uwolnienia reszt cukrowych. W tym celu należy zmieszać 0,1 ml roztworu zawierającego glikoproteinę z 0,1 ml 0,1 M kwasu siarkowego (VI) i ogrzewać przez 60 minut w temp. 80(C. Po zakończeniu inkubacji probówkę zawierającą próbę badaną ochłodzić.

2.
Do oznakowanych probówek dodać podane w tabeli niżej odczynniki i dokładnie wymieszać (Uwaga! stężony kwas pipetować pod wyciągiem używając szklanej pipety zaopatrzonej w specjalną nasadkę). Roztwór badany i wzorcowy powinny zawierać 4–16 SYMBOL 109 \f "Symbol"g cukru w 0,2 ml.

	składnik
	próba badana
	próba wzorcowa
	próba odczynnikowa

	materiał badany
	0,2 ml
	–
	–

	wzorzec
	–
	0,2 ml
	–

	woda destylowana
	–
	–
	0,2 ml

	5% fenol
	0,2 ml
	0,2 ml
	0,2 ml

	stężony kwas siarkowy (VI)
	1 ml
	1 ml
	1 ml


3.
Próby pozostawić na 30 minut w temperaturze pokojowej. 

4.
Odczytać absorbancję prób badanych i wzorcowych wobec próby odczynnikowej przy długości fali 490 nm, w kuwecie o grubości 1 cm.

5.
Stężenie cukru obliczyć z poniższego wzoru:
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gdzie: Cb – stężenie próby badanej, Ab – absorbancja próby badanej, Cwz – stężenie wzorca, Awz – absorbancja wzorca.

Materiały i odczynniki

· wzorzec – stabilizowany 0,05% lub 0,001% roztwór glukozy: 2,5 g kwasu benzoesowego rozpuścić w 1 l wrzącej wody i ochłodzić; odważyć 0,05 g lub 0,001 g glukozy i rozpuścić w 100 ml nasyconego roztworu kwasu benzoesowego

· 5% roztwór fenolu

· stężony kwas siarkowy (VI)

· 0,1 M kwas siarkowy (VI)

5.3.8. Oznaczanie kwasu sjalowego zmodyfikowaną metodą rezorcynolową XE "kwas sjalowy: oznaczanie metodą rezorcynolową" 
Jourdian G.W., Dean L., Roseman S. (1971) J. Biol. Chem. 246, 430-435.

Zasada metody


Metoda ta polega na tworzeniu barwnych związków z rezorcynolem przez pochodne kwasu sjalowego powstające po odwodnieniu przez stężone kwasy. Modyfikacja polegająca na utlenianiu kwasu sjalowego kwasem jodowym (VII) (nadjodowy) powoduje, że jest to metoda czuła i specyficzna, gdyż w reakcji tej nie biorą udziału inne związki, takie jak lipidy, aminokwasy i pozostałe cukry. Dodatkowo, metodą tą można oznaczać kwas sjalowy XE "kwas sjalowy"  związany glikozydowo XE "kwas sjalowy: związany glikozydowo"  bez uprzedniej hydrolizy glikoprotein. Kwas sjalowy związany glikozydowo tworzy barwny kompleks trwały w temp. 37(C, podczas gdy barwny kompleks powstający z wolnego kwasu sjalowego jest rozkładany w tej temp., ale trwały w temp. 0(C. W ten sposób można oznaczyć kwas sjalowy całkowity XE "kwas sjalowy: całkowity" , wolny XE "kwas sjalowy: wolny"  i związany glikozydowo.

Postępowanie

1.
Do roztworu badanego lub wzorcowego (zawierającego nie więcej niż 0,2 μmole kwasu sjalowego w całkowitej objętości 250 μl) dodać 50 μl 0,04 M kwasu nadjodowego.

2.
Wymieszać ostrożnie i w zależności od rodzaju badanego kwasu sjalowego inkubować:

· na lodzie przez 35 minut (całkowity kwas sjalowy XE "kwas sjalowy" )

· na lodzie 20 minut (wolny kwas sjalowy XE "kwas sjalowy" )

· w temp. 37(C przez 60 minut (kwas sjalowy XE "kwas sjalowy"  związany glikozydowo XE "kwas sjalowy: związany glikozydowo" )

3.
Dodać 625 μl odczynnika rezorcynolowego, wymieszać i pozostawić na lodzie przez 5 minut, a następnie ogrzewać przez 15 minut w temp. 100(C.

4.
Ochłodzić pod bieżącą wodą i dodać 625 μl alkoholu tert-butylowego i dobrze wymieszać.

5.
Wstawić do łaźni wodnej o temp. 37(C w celu stabilizacji barwy, a następnie ochłodzić do temp. pokojowej.

6.
Odczytać absorbancję przy długości fali 630 nm (barwa jest trwała w temp. pokojowej – po 24 godz. wartość absorbancji obniża się o 10-20%). Wartość absorbancji jest proporcjonalna do stężenia kwasu sjalowego w zakresie 0,012-0,2 (mole kwasu sjalowego.

7.
Zawartość kwasu sjalowego obliczyć ze wzoru lub sporządzić krzywą standardową w zakresie od 0,012-0,2 (ole kwasu sjalowego w próbie o objętości 250 (l. 

Materiały i odczynniki

· 0,04 M kwas jodowy (VII) (nadjodowy): odważyć 0,45 g kwasu nadjodowego i rozpuścić w 100 ml wody destylowanej

· odczynnik rezorcynolowy XE "odczynnik: rezorcynolowy" : 0,6 g rezorcynolu rozpuścić w roztworze zawierającym 60 ml 28% HCl, 1 ml 25 mM CuSO4 (0,4 g bezwodnego CuSO4 rozpuścić w 100 ml wody dest.) i 39 ml wody destylowanej

· 95% alkohol tert-butylowy

· roztwór wzorcowy kwasu sjalowego o stężeniu 20 (moli/10 ml: odważyć 6,2 mg kwasu sjalowego i rozpuścić w 10 ml wody destylowanej

W opracowaniu rozdziału Cukry korzystano z następujących źródeł:

Kłyszejko-Stefanowicz L. Ćwiczenia z biochemii. Praca zbiorowa. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2003.

Mejbaum-Katzenellenbogen W. Ćwiczenia z biochemii dla biologów. Wydawnictwo Uniwersytetu Wrocławskiego, Wrocław 1992.

Stryer L. Biochemia. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2003. XE "cukry" \r "cukry" 
6. Kwasy nukleinowe

6.1. Budowa kwasów nukleinowych


Kwasy nukleinowe są uniwersalnym materiałem genetycznym wszystkich organizmów. Ze względu na budowę chemiczną komponentów kwasy nukleinowe możemy podzielić na kwasy deoksyrybonukleinowe (DNA XE "DNA" \t "Patrz kwasy nukleinowe" ) oraz kwasy rybonukleinowe (RNA XE "RNA" \t "Patrz kwasy nukleinowe" ). Kwasy nukleinowe zbudowane są z trzech rodzajów składników: zasad azotowych, cukrów – pentoz XE "pentoza"  oraz kwasu ortofosforowego.



Rys. 6.1 Podstawowe zasady azotowe XE "zasady azotowe"  występujące w kwasach nukleinowych


Zasady azotowe występujące w kwasach nukleinowych to pochodne pirymidyny XE "pirymidyna"  i puryny XE "puryna" . W skład kwasów nukleinowych wchodzą przeważnie tylko cztery zasady azotowe XE "zasady azotowe"  – dwie puryny: adenina XE "adenina"  (6-aminopuryna) i guanina XE "guanina"  (2-amino-6-oksypuryna) oraz dwie pirymidyny: cytozyna XE "cytozyna"  (2-oksy-4-aminopirymidyna) i tymina XE "tymina"  (5-metylo-2,4-dioksypirymidyna) (Rys. 6.1). Taki skład zasad azotowych jest charakterystyczny dla DNA. W przypadku RNA zamiast tyminy występuje uracyl XE "uracyl"  (2,4-dioksypirymidyna). W przypadku niektórych rodzajów RNA (np. tRNA XE "tRNA" ) mamy do czynienia z występowaniem tzw. zmodyfikowanych zasad azotowych takich jak rybotymina, dihydrouracyl, pseudouracyl, tiouracyl, 3’- i 5’-metylocytozyna, inozyna, izopentenyloadenina, 7-metyloguanina itd. DNA różni się od RNA obecnością 2’-deoksyrybozy ((-D-2’-deoksyrybofuranozy) jako cukru (Rys. 6.2). W RNA występuje ryboza XE "ryboza"  ((-D-rybofuranoza). Zasady azotowe połączone są z pentozami poprzez pierwszy atom węgla furanozy. Takie połączenie zasady azotowej z pentozą nosi nazwę nukleozydu. W związku z tym nukleozydy występujące w DNA to: adenozyna, guanozyna, tymidyna oraz cytydyna. Nukleozydy występujące w RNA to: adenozyna, guanozyna, cytydyna oraz urydyna. Z chemicznego punktu widzenia nukleozydy pirymidynowe są 1-(-D-rybofuranozydami lub 1-(-D-2’-dezoksyfuranozydami. Nukleozydy purynowe są to albo 9-(-D-rybofuranozydy lub 9-(-D-2’-deoksyrybofuranozydy.
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Rys. 6.2 Pentozy XE "pentoza"  obecne w kwasach nukleinowych

Estry kwasu ortofosforowego oraz nukleozydów nazywane są nukleotydami (Rys. 6.3). Estryfikacji mogą ulegać grupy hydroksylowe w pierścieniu cukrowym położone przy atomach węgla: trzecim (3’) lub/i piątym (5’). Kwasy nukleinowe tworzą struktury wysokospolimeryzowane, w których nukleozydy połączone są ze sobą wiązaniami fosfodiestrowymi – jedna reszta kwasu ortofosforowego tworzy wiązanie estrowe z węglem 3’ oraz 5’ (Rys. 6.4).

Nazwy nukleotydów zwykle piszemy skrótowo w postaci trójliterowej. Skrót określa zarówno rodzaj zasady azotowej XE "zasady azotowe"  (A, G, T, C, U), typ pentozy wchodzącej w skład nukleotydu (np. dATP XE "dATP"  = trifosforan deoksyadenozyny; ATP XE "ATP"  = trifosforan adenozyny; UTP XE "UTP"  = trifosforan urydyny, dTTP XE "dTTP"  = trifosforan deoksytymidyny; dCTP XE "dCTP"  = trifosforan deoksycytozyny) oraz stopień ufosforylowania danego nukleotydu (np. AMP XE "AMP" , ADP XE "ADP"  lub ATP).

DNA jest makrocząsteczką zbudowaną z dwóch komplementarnych nici połączonych wiązaniami wodorowymi pomiędzy zasadami azotowymi. Podstawową jednostką budującą DNA są nukleotydy (zasada azotowa połączona wiązaniem N-glikozydowym z deoksyrybozą zestryfikowaną resztą kwasu fosforowego). Nukleotydy łączą się między sobą tworząc łańcuch DNA poprzez reszty kwasu fosforowego pomiędzy węglami C5 i C3 cukru. W nici DNA wyróżniamy 3 '-koniec – koniec, na którym deoksyryboza XE "deoksyryboza"  ma wolną grupę OH przy węglu C3 oraz 5'-koniec – koniec, na którym deoksyryboza ma wolną resztę kwasu fosforowego, estryfikującą grupę OH przy węglu C5. Ułożenie komplementarnych nici jest w DNA antyrównoległe – tzn. 3'-koniec jednej nici jest parowany przez 5'-koniec drugiej nici i na odwrót. Kolejność zasad azotowych od 5'-końca do 3'-końca stanowi tzw. strukturę pierwszorzędową DNA i determinuje kod genetyczny jaki niesie dana nić kwasu nukleinowego. Komplementacja obu nici DNA polega na tym, że adenina XE "adenina"  tworzy zawsze parę z tyminą – A=T, połączoną dwoma wiązaniami wodorowymi, a cytozyna XE "cytozyna"  tworzy zawsze parę z guaniną – CSYMBOL 186 \f "Symbol"G, połączoną trzema wiązaniami wodorowymi (Rys. 6.5). Stosunek ilości par A=T do ilości par GSYMBOL 186 \f "Symbol"C jest stały i charakterystyczny dla danego gatunku.
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Rys. 6.3 Struktura nukleozydu i nukleotydu dla adeniny i uracylu


Najczęściej występującą formą natywną dwuniciowego DNA jest forma o strukturze drugorzędowej typu podwójnej, prawoskrętnej helisy, której skok linii śrubowej wynosi 3,4 nm co stanowi 10 par zasad. Grubość helisy wynosi ok. 1,1 nm, a odległość pomiędzy sąsiadującymi parami zasad wynosi 0,33 nm. Obserwując helisę z boku widzimy, że tworzy ona dwa rowki – tzw. bruzdę dużą i bruzdę małą. Budowa dwuniciowej cząsteczki DNA oraz zdolność kwasów nukleinowych do tworzenia struktur dwuniciowych przez parowanie zasad obszarów o homologicznej sekwencji determinuje sposób syntezy kwasów nukleinowych. Synteza kwasu nukleinowego w organizmach żywych jest wynikiem jego polimeryzacji (polimeryzacja DNA lub RNA) z monomerów (trifosforanów nukleotydów) z wykorzystaniem jako matrycy istniejącej nici kwasu. Procesy te są katalizowane przez specyficzne enzymy – wielopodjednostkowe białka o nazwie polimerazy. Polimerazy XE "polimeraza"  DNA zależne od DNA syntetyzują nić DNA korzystając z matrycy w postaci DNA. Polimerazy XE "polimeraza"  RNA zależne od DNA syntetyzują nić RNA korzystając z matrycy XE "matryca"  w postaci DNA. Stosunkowo niedawno poznano nową klasę - polimerazy DNA zależne od RNA (tzw. odwrotne transkryptazy), które katalizują syntezę nici DNA korzystając z matrycy w postaci RNA. W organizmach występują zatem trzy sposoby namnażania kwasów nukleinowych mianowicie, polimeryzacja DNA na matrycy DNA zwana replikacją XE "replikacja" 

 XE "kwasy nukleinowe:replikacja" , polimeryzacja RNA na matrycy DNA zwana transkrypcją XE "transkrypcja" 

 XE "kwasy nukleinowe:transkrypcja"  oraz polimeryzacja DNA na matrycy RNA zwana odwrotną transkrypcją XE "odwrotna transkrypcja" 

 XE "kwasy nukleinowe:odwrotna transkrypcja" .
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Rys. 6.4 Schemat budowy fragmentu jednej nici DNA złożonej z czterech nukleotydów o sekwencji: 5’-AGCT-3’
Uwzględniając obecność reszt kwasu ortofosforowego zapis sekwencji wyglądałby następująco: 5’OH-ApGpCpT-3’p.


Kwasy nukleinowe oraz ich monomery (nukleotydy, nukleozydy oraz zasady azotowe XE "zasady azotowe" ) absorbują promieniowanie ultrafioletowe (nadfioletowe). Wynika to z obecności pierścieni heterocyklicznych w zasadach azotowych. Jest to podstawą spektrofotometrycznych metod wykrywania i ilościowego oznaczania kwasów nukleinowych. Denaturacja termiczna dwuniciowego DNA (zerwanie wiązań wodorowych pomiędzy zasadami komplementarnymi) powoduje tzw. efekt hiperchromowy XE "efekt hiperchromowy" . Jest to podwyższenie absorbancji roztworu kwasu nukleinowego po przyjęciu struktury jednoniciowej i nieuporządkowanej. Przy spektrofotometrycznym oznaczaniu DNA przyjmuje się, że absorbancja promieniowania ultrafioletowego o długości fali ( = 260 nm dla roztworu wodnego dwuniciowego DNA o stężeniu 50(g/ml (przy długości drogi optycznej (l) równej 1 cm) wynosi 1,0. Dla jednoniciowego DNA oraz RNA absorbancja równa 1,0 oznacza, że roztwór powinien mieć stężenie 40(g/ml. Do detekcji i wizualizacji (barwienia) kwasów nukleinowych stosuje się różne metody. Klasyczną metodą wykorzystywaną do detekcji kwasów nukleinowych po rozdziale elektroforetycznym w żelu agarozowym lub poliakryloamidowym jest barwienie przy pomocy bromku etydyny (Rys. 6.6).
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Rys. 6.5 Schemat tworzenia struktury dwuniciowego DNA poprzez tworzenie wiązań wodorowych pomiędzy komplementarnymi zasadami azotowymi z dwóch nici
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Rys. 6.6 Schemat struktury bromku etydyny

Bromek etydyny ma zdolność fluorescencji, czyli po wzbudzeniu światłem ultrafioletowym emituje światło czerwono-pomarańczowe. Ponieważ bromek etydyny XE "bromek etydyny"  wiąże się specyficznie do kwasów nukleinowych możemy je wykryć poprzez obserwację/fotografię emitowanego promieniowania.


W komórce eukariotycznej DNA występuje w jądrze komórkowym w formie chromosomów. Wielkość genomu kręgowców wynosi ok. 4108 par zasad. U roślin waha się w przedziale od ok. 1107 do ok. 1011 par zasad, a u owadów wynosi ok. 1,6108. W chromosomach DNA występuje w formie helisy silnie skręconej i nawiniętej na białka o charakterze zasadowym – histony XE "histony" . Budują one podstawowe podjednostki chromatyny i chromosomów – tzw. nukleosomy, które odpowiednio skręcone i upakowane dają nam tzw. włókno chromatynowe o średnicy ok. 30 nm. Włókno chromatynowe tworzy szereg pętli poprzez zakotwiczenie włókna chromatynowego do struktury szkieletowej chromatyny. Fizyczna wielkość DNA w tak utworzonych pętlach waha się w przedziale od ok. 40 kpz do 300 kpz. Chromatyna jądra interfazowego występuje zwykle w takiej postaci. W trakcie przygotowania komórki do podziału (mitozy, mejozy) chromatyna ulega kondensacji w struktury chromosomów mitotycznych. Maksimum kondensacji przypada na metafazę. Chromosomy metafazowe są najbardziej skondensowaną (upakowaną) formą chromatyny. Stopień upakowania sięga ok. 10 000 razy. Każdy chromosom zawiera silnie upakowaną jedną dwuniciową cząsteczkę DNA. Gdyby cząsteczki DNA występujące w chromosomach jednej komórki człowieka skleić ze sobą w jedną nić DNA i rozwinąć ją do formy dwuniciowej (-helisy (spirali) to taka cząsteczka miałaby ok. 1,8 metra długości.

DNA chromosomowy komórek eukariotycznych zawiera informację o budowie i funkcjonowaniu komórek oraz całego organizmu. Informacja ta występuje w formie genów oraz „instrukcji” (informacji) jak ich używać. Kod genetyczny jest trójkowy – trzy zasady azotowe XE "zasady azotowe"  w nici DNA w kolejności od 5'-końca do 3'-końca kodują jeden aminokwas w łańcuchu peptydowym lub stanowią sygnał „STOP translacja”. Geny mają u Eukariotów budowę nieciągłą. W ich obrębie występują tzw. egzony czyli obszary kodujące sekwencję białek i introny – obszary niekodujące o bliżej niepoznanej funkcji, przedzielające egzony. Białka nie zawierają aminokwasów odpowiadających sekwencji intronów, gdyż regiony te po przepisaniu na mRNA XE "mRNA"  są usuwane w jądrze przed procesem syntezy białek. W DNA chromosomowym poza genami kodującymi sekwencję aminokwasów w białkach występują geny kodujące wszystkie rodzaje RNA (poza mRNA). Tak więc w genomach organizmów mamy geny dla białek, całej grupy rRNA XE "rRNA" , wszystkich tRNA XE "tRNA"  oraz coraz bardziej licznej grupy różnych RNA określanych mianem snRNA (ang. small nuclear – małe jądrowe RNA). Znaczna część snRNA występuje w jąderkach tworząc osobną pulę tzw. snoRNA (ang. small nucleolar – małe jąderkowe RNA) biorącą udział w dojrzewaniu i obróbce (ang. splicing) rRNA. Duża część spośród puli snRNA bierze udział w dojrzewaniu i obróbce tzw. pierwotnych transkryptów mRNA.

Znaczna część DNA w genomie Eukariontów nie jest składnikiem genów (nie koduje bezpośrednio informacji o sekwencji aminokwasowej białek czy sekwencji zasad RNA). Część z tego DNA stanowią obszary kontrolujące lub regulujące poziom ekspresji genów. Są to tzw obszary regulatorowe: promotory genów i obszary wzmacniające. Obszar promotora danego genu stanowi odcinek DNA leżący bezpośrednio przed (od końca 5’) genem i zawierający się w przedziale od miejsca startu transkrypcji do ok. –3 do –5kpz (u eukariontów). W obszarze promotora możemy wydzielić region promotora podstawowego (od –200pz do ok. +3–5pz), który jest wiązany przez tzw. podstawowe czynniki transkrypcyjne. Wyjątkową budowę i lokalizację promotora mają geny dla tRNA XE "tRNA"  oraz 5S snRNA – obszary promotorowe tych genów leżą w obszarze poniżej punktu startu transkrypcji (są obecne w tzw. pierwotnym transkrypcie RNA tych genów).

Część z DNA, która nie jest odpowiedzialna za kodowanie genów i regulację ich transkrypcji jest odpowiedzialna za wiele niezbędnych dla organizmów cech, takich jak zdolność do prawidłowej replikacji (miejsca startu replikacji, sekwencje telomerowe), tworzenia prawidłowej struktury przestrzennej czy zdolność do segregacji do komórek potomnych (np. sekwencje centromerowe).

W komórkach eukariotycznych DNA występuje także poza jądrem komórkowym – w mitochondriach, w postaci kolistych cząsteczek, w licznych kopiach o wielkości ok. 15 tysięcy zasad (kb), kodujący część białek mitochondrialnych, niewystarczający jednak do ich funkcjonowania, a u roślin również w chloroplastach, także w postaci licznych kopii kolistych cząsteczek wielkości 120 kb, również kodujący część białek chloroplastów.

6.1.1. Kwasowa hydroliza RNA

Zasada metody


Stężone kwasy: mrówkowy czy chlorowy (VII) (nadchlorowy) hydrolizują DNA i RNA do zasad azotowych. Część z zasad azotowych ulega jednak w takich warunkach destrukcji. Inkubacja RNA przez 1 godzinę w 100ºC w roztworze 1 M HCl lub H2SO4 powoduje jego hydrolizę do zasad purynowych i nukleozydów pirymidynowych.

Postępowanie

1.
Do probówki odmierzyć 5 ml roztworu RNA.

2.
Dodać 5 ml 2 M H2SO4. Zamknąć probówkę korkiem z rurką i wstawić do wrzącej łaźni wodnej na 60 min.

3.
Po oziębieniu hydrolizat zachować do dalszych oznaczeń.

Materiały i odczynniki

· roztwór RNA o stężeniu 100 (g/ml

· 2 M H2SO4 

· probówki z korkiem z chłodniczką (rurką szklaną)

6.1.2. Wykrywanie kwasu fosforowego w hydrolizacie RNA

Postępowanie

1.
0,5 ml hydrolizatu RNA zobojętnić roztworem amoniaku.

2.
Dodać 0,5 ml stężonego HNO3 i 2 ml molibdenianu amonowego.

3.
Zawartość probówki ogrzać do wrzenia. Próba zabarwia się na żółto.

4.
Po ostygnięciu może powstać żółty osad fosforomolibdenianu amonowego.

5.
Próbę powtórzyć stosując wyjściowy roztwór RNA (przed hydrolizą).

Materiały i odczynniki

· hydrolizat RNA

· stężony HNO3
· roztwór 2,5% molibdenianu amonowego

6.1.3. Wykrywanie puryn XE "puryna"  poprzez reakcję z amoniakalnym roztworem azotanu srebra XE "kwasy nukleinowe: wykrywanie puryn " 
Postępowanie

1.
Do 1 ml hydrolizatu RNA dodać rozcieńczony roztwór wodorotlenku amonu do uzyskania słabo alkalicznego odczynu. Jeśli roztwór nie jest klarowny należy go przesączyć.

2.
Wprowadzać kroplami amoniakalny roztwór azotanu srebra. Powstaje osad nierozpuszczalnych w amoniaku soli srebrowych puryn.

Materiały i odczynniki

· hydrolizat RNA

· rozcieńczony wodorotlenek amonu

· 2 M amoniak

· amoniakalny roztwór azotanu srebra (do 100 ml 0,1 M AgNO3 dodać 5 ml 2 M NaOH i 20 ml 2 M amoniaku)

6.1.4. Wykrywanie puryn XE "puryna"  poprzez reakcję z siarczanem (VI) miedzi (II) XE "kwasy nukleinowe: wykrywanie puryn " 
Postępowanie

1.
Do 1 ml hydrolizatu RNA dodawać 1 M NaOH do uzyskania słabo kwaśnego odczynu.

2.
Roztwór ogrzać do wrzenia.

3.
Dodać kilka kropli 1% CuSO4, a następnie dodawać kroplami nasycony roztwór NaHSO3. Strąca się żółto-biały osad soli miedzi (I) puryn. Kwaśny siarczan (IV) sodu redukuje jony Cu2+ do Cu1+.

Materiały i odczynniki

· hydrolizat RNA 

· 1 M NaOH

· 1% CuSO4 

· nasycony roztwór NaHSO3
6.1.5. Oznaczanie RNA metodą orcynową XE "kwasy nukleinowe: oznaczanie: RNA: metoda orcynowa " 
Zasada metody


Ryboza pod wpływem stężonego kwasu solnego odwadnia się do furfuralu, który w obecności Fe3+ daje z orcyną kompleks o barwie zielonej. Reakcję tę daje wolna ryboza XE "ryboza" , jej estry fosforanowe oraz ryboza nukleotydów i nukleozydów purynowych. Ryboza związana z pirymidynami nie tworzy tego kompleksu. Dlatego więc podczas ilościowego oznaczania RNA nie stosuje się jako wzorca wolnej rybozy, lecz standardowy roztwór RNA.

Z orcyną, XE "orcyna"  oprócz rybozy, reaguje także deoksyryboza XE "deoksyryboza" , dając ona jednak ok. 10-krotnie słabsze zabarwienie niż ryboza XE "ryboza" .

Postępowanie

1.
1 ml roztworu zawierającego 10–100 (g RNA i 1 ml odczynnika orcynowego (świeżo sporządzonego) zmieszać, wstawić do wrzącej łaźni wodnej na 20 minut, po oziębieniu uzupełnić wodą do 4 ml. Jeżeli do oznaczenia pobiera się objętość mniejszą niż 1 ml próby badanej (ma to miejsce gdy badany roztwór zawiera więcej niż 100 µg RNA) należy uzupełnić próbę wodą tak, aby końcowa objętość testu była zawsze równa 4 ml.

2.
Odczytać absorbancję dla 670 nm wobec ślepej próby odczynnikowej.

3.
Wykonać pomiar absorbcji dla 100 (g RNA standardowego oraz dla próby badanej. Obliczyć stężenie RNA w 1 ml badanego roztworu, stosując przeliczenie:
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gdzie: Cb – stężenie próby badanej, Ab – absorbancja próby badanej, Cst – stężenie standardu, Ast – absorbancja standardu.

Materiały i odczynniki

· standardowy roztwór RNA o stężeniu 100 (g/ml

· odczynnik orcynowy XE "odczynnik: orcynowy" : w 100 ml stężonego kwasu solnego rozpuścić 100 mg FeCl36 H2O; bezpośrednio przed użyciem dodać orcyny w ilości 10 mg/1ml kwasu

6.1.6. Oznaczanie DNA metodą z difenyloaminą (DFA XE "DFA" ) XE "kwasy nukleinowe: oznaczanie: DNA: difenyloaminą " 
Zasada metody


Deoksyryboza pod wpływem stężonego kwasu siarkowego (VI) i octowego odwadnia się do furfuralu, który daje z difenyloaminą kompleks o barwie niebieskiej.

Postępowanie

1.
1 ml roztworu zawierającego 10–150 SYMBOL 109 \f "Symbol"g DNA (jeżeli objętość próby badanej jest mniejsza niż 1ml, należy ją uzupełnić wodą do tej objętości) i 2 ml odczynnika difenyloaminowego (odczynnik Dischego XE "odczynnik: Dischego" ) zmieszać, wstawić do wrzącej łaźni wodnej na 10 min.

2.
Po oziębieniu odczytać absorbancję przy 600 nm wobec próby ślepej dla próby standardowej (75 SYMBOL 109 \f "Symbol"g DNA) oraz próby indywidualnej.

3.
Obliczyć stężenie DNA w 1 ml indywidualnej próby, korzystajac ze wzoru podanego w rozdziale 6.1.5.

Materiały i odczynniki

· standard DNA o stężeniu 75 SYMBOL 109 \f "Symbol"g/ml

· odczynnik difenyloaminowy (Dischego XE "odczynnik: Dischego" ): 1 g oczyszczonej difenyloaminy (w celu oczyszczenia difenyloaminy należy handlowy preparat przekrystalizować z gorącego heksanu) rozpuścić w 100 ml kwasu octowego lodowatego z dodatkiem 2,75 ml stężonego kwasu siarkowego (VI)

6.2. Widmo absorpcyjne kwasów nukleinowych oraz efekt hiperchromowy XE "efekt hiperchromowy" 

Kwasy nukleinowe, nukleotydy, nukleozydy i wolne zasady azotowe XE "zasady azotowe"  pochłaniają światło ultrafioletowe w zakresie długości fal od 249 nm do 276 nm. Odpowiedzialne za to są wiązania podwójne w pozycji sprzężonej oraz heteroatomy w pierścieniach zasad purynowych i pirymidynowych. Pozostałe elementy struktury kwasów nukleinowych – grupa fosforanowa, cukier ryboza XE "ryboza"  lub deoksyryboza XE "deoksyryboza"  nie wpływają na zakres pochłaniania światła ani na jego intensywność. Poszczególne zasady azotowe mają różniące się nieznacznie maksima absorbancji światła i tak: guanina XE "guanina"  posiada maksimum absorbancji przy 249 nm; adenina XE "adenina"  przy 265,5 nm; uracyl XE "uracyl"  przy 260 nm; cytozyna XE "cytozyna"  przy 276 nm; tymina XE "tymina"  265 nm. Różnią się one także wyraźnie intensywnością pochłaniania światła w swoich maksimach, co uwidacznia się w molowych współczynnikach absorbancji SYMBOL 101 \f "Symbol" poszczególnych zasad. Wygląd krzywych widma absorbancji poszczególnych zasad purynowych i pirymidynowych zależy od pH środowiska, w którym aktualnie dokonujemy wyznaczania widma absorbancji. Kwasy nukleinowe posiadają kombinację wszystkich zasad azotowych, dlatego też mają maksimum przy średniej długości fali dla poszczególnych zasad azotowych – przy 260 nm.

Efekt hiperchromowy jest to zwiększenie absorbancji SYMBOL 68 \f "Symbol" A w czasie denaturacji DNA. Mierząc absorbancję DNA natywnego, a następnie jego absorbancję po denaturacji termicznej, obserwujemy zwiększenie absorbancji DNA zdenaturowanego w stosunku do DNA w formie natywnej:

ADNA nat. < ADNA den.

Efekt ten związany jest ze zmianą gęstości optycznej DNA w trakcie denaturacji (zmienia się także skręcalność optyczna, lepkość i współczynnik sedymentacji DNA).

Wartość charakterystyczna dla procesu denaturacji termicznej DNA to temperatura topnienia XE "temperatura topnienia"  DNA, czyli temperatura, w której połowa DNA pozostaje jeszcze w formie natywnej, a połowa jest już w formie zdenaturowanej. Im więcej par GSYMBOL 186 \f "Symbol"C o potrójnym wiązaniu wodorowym w dwuniciowym DNA tym temperatura topnienia jest wyższa, ponieważ trzeba dostarczyć więcej energii na zerwanie potrójnych wiązań wodorowych par GSYMBOL 186 \f "Symbol"C niż podwójnych A=T.
6.2.1. Wyznaczanie widma absorpcyjnego kwasów nukleinowych

Postępowanie

1.
Zmierzyć absorbancję próbki DNA wobec wody w zakresie długości fal: od 220 nm do 300 nm (co 10 nm).

2.
Wykreślić na papierze milimetrowym zależność wartości absorbancji od długości fali.

Materiały i odczynniki

· roztwór 15 SYMBOL 109 \f "Symbol"g DNA w 1ml 0,9% NaCl

· kuwety kwarcowe

6.2.2. Oznaczanie efektu hiperchromowego

Zasada metody


Podgrzewając roztwory DNA we wrzącej łaźni wodnej dokonujemy jego denaturacji termicznej. Stopniowe ochłodzenie zdenaturowanego DNA do temperatury pokojowej powoduje jego renaturację XE "renaturacja " . Gwałtowne ochłodzenie DNA w łaźni lodowej utrwala formę zdenaturowaną.

Postępowanie

1.
Roztwór DNA dzielimy na dwie części i umieszczamy w dwóch probówkach zamkniętych korkami z chłodniczkami.

2.
Probówki umieszczamy na 10 minut we wrzącej łaźni wodnej.

3.
Jedną z probówek pozostawiamy do powolnego ochłodzenia roztworu DNA w temp. pokojowej.

4.
Drugą probówkę gwałtownie chłodzimy umieszczając ją w łaźni lodowej.

5.
Czytamy absorpcję obu prób w zakresie długości fali od 220 do 300 nm wobec wody co 10 nm i rysujemy wykres obu widm absorbancji. Wyliczamy wartość efektu hiperchromowego występującego przy długości fali 260 nm.

Materiały i odczynniki

· roztwór 15 SYMBOL 109 \f "Symbol"g DNA w 1ml wody

· łaźnia wodna ustawiona na temperaturę 100ºC

· łaźnia lodowa

· kuwety kwarcowe

6.2.3. Oznaczanie ilościowe kwasów nukleinowych metodą spektrofotometryczną

Zasada metody


Pomiaru spektrofotometrycznego przy długości fali świetlnej 260 nm używa się m.in. do określenia stężenia kwasu nukleinowego w próbie wiedząc, że natywny DNA (podwójna spirala) o stężeniu 50 (g/ml, RNA oraz zdenaturowany DNA (pojedynczy łańcuch) o stężeniu 40 (g/ml odczytywane w warstwie 1 cm dla 260 nm, wykazują absorbancję 1,0.

Obliczenia można dokonać wykorzystyjąc wzór podany w rozdziale 6.1.5.

Postępowanie

1.
Oznaczyć absorbancję próbki w kuwecie o długości drogi optycznej równej 1 cm.

2.
Obliczyć stężenie kwasu nukleinowego korzystając z podanego wzoru.

Materiały i odczynniki

· roztwór DNA lub RNA o nieznanym stężeniu (w przedziale od 5 (g/ml do 100(g/ml)

· kuwety kwarcowe (l = 1cm)

6.2.4. Rozdział elektroforetyczny kwasów nukleinowych w agarozie


Kwasy nukleinowe możemy rozdzielać od siebie różnymi metodami w zależności od ich rodzaju oraz potrzeb. Do rozdziału kwasów nukleinowych pod względem ich wielkości (długości) oraz kształtu (w mniejszym stopniu) stosuje się metody chromatograficzne, elektroforetyczne oraz sedymentacyjne. Te ostatnie zwykle polegają na sedymentacji kwasów nukleinowych podczas wirowania (lub ultrawirowania) w roztworach o gradiencie gęstości np. chlorku cezu w obecności bromku etydyny. W taki sposób tradycyjnie oddziela się genomowe DNA bakterii od plazmidowego DNA. Do oddzielenia kwasów nukleinowych o różnej długości możemy również wykorzystać wirowanie w odpowiednio dobranym buforze zawierającym różne ilości glikolu polietylenowego.


Metody chromatograficzne rozdziału kwasów nukleinowych pod względem długości cząsteczek oparte są na zastosowaniu różnego rodzaju złóż chromatograficznych–sit molekularnych. Generalną zasadą jest tu fakt, że im dłuższa cząsteczka tym szybciej „wypłynie” ze złoża. Techniki te mają obecnie coraz mniejsze znaczenie i powoli przechodzą do historii. 


Podstawową techniką rozdziału kwasów nukleinowych jest w tej chwili elektroforeza XE "kwasy nukleinowe: elektroforeza" 

 XE "elektroforeza" . Możemy przeprowadzać ją bezpośrednio w roztworze – jest to elektroforeza swobodna. Przykładem jej zastosowania jest elektroforeza kapilarna kwasów nukleinowych. 


Najbardziej powszechne i podstawowe techniki separacji kwasów nukleinowych względem ich wielkości (długości) opierają się na wykorzystaniu techniki elektroforezy w nośnikach: żelu agarozowym i żelu poliakryloamidowym. Elektroforeza DNA w agarozie i poliakryloamidzie wykorzystuje efekt tego, że kwasy nukleinowe są polianionami. Dysocjacja elektrolityczna reszt kwasu ortofosforowego w roztworach (buforach) elektroforetycznych powoduje, że kwasy nukleinowe posiadają stały ładunek na jednostkę długości, a w związku z tym ich wędrówka w danym nośniku i w danych warunkach zależy od długości cząsteczki oraz od jej kształtu (konformacji).


Technika elektroforezy w agarozie pozwala na rozdział cząsteczek DNA w przedziale od ok. 50 000 par zasad (pz), czyli 50 kpz, do ok. 100 pz. W ostatnich latach coraz powszechniej stosuje się bardziej zaawansowaną metodę elektroforezy DNA w agarozie tzw. elektroforezę pulsacyjną. W technice tej zamiast dwóch elektrod mamy ich wiele (4–8) ułożonych symetrycznie wokół żelu (np. 6 elektrod w kształcie heksagonalnym) a warunkami elektroforezy steruje procesor i odpowiednio dobrane programy. W technice tej możliwy jest rozdział bardzo dużych cząsteczek DNA o wielkości od 50 kpz do powyżej 2–3 Mpz. Można nią oddzielić od siebie poszczególne cząsteczki DNA chromosomowego eukariontów.


Do rozdziału małych (krótkich) cząsteczek kwasów nukleinowych stosowana jest elektroforeza XE "kwasy nukleinowe: elektroforeza"  w żelu poliakryloamidowym XE „elektroforeza: w żelu poliakryloamidowym (PAGE)" . Dobierając odpowiednio stężenie i parametry żelu możemy rozdzielać fragmenty DNA od kilku par zasad do ok. 1–2 kpz. Stosując specjalną wersję metody tzw. elektroforezę denaturującą możemy nawet oddzielić od siebie nici DNA różniące się długością o jeden nukleotyd XE "nukleotyd" . Technika ta była wykorzystywana w „starych” metodach sekwencjonowania cząsteczek DNA. Oznaczenie wielkości (długości) rozdzielonych cząsteczek DNA (RNA) odbywa się poprzez porównanie ruchliwości elektroforetycznej fragmentu DNA (lub RNA) w stosunku do tzw. standardów długości. Są to zwykle dostępne komercyjnie mieszaniny różnych fragmentów DNA lub RNA o precyzyjnie określonych długościach.

6.2.5. Rozdział elektroforetyczny DNA oraz produktów jego enzymatycznej degradacji w 0,8% agarozie

Zasada metody


Elektroforeza w żelu agarozowym XE "elektroforeza:DNA w żelu agarozowym"  jest standardową metodą do rozdzielania, identyfikacji, a także oczyszczania DNA i jego fragmentów. Pasma DNA po elektroforezie są lokalizowane w żelu poprzez obserwację w świetle ultrafioletowym fluorescencji bromku etydyny wbudowanego w podwójną spiralę kwasu nukleinowego. Metoda ta pozwala wykryć obecność nawet tak małych ilości DNA jak 1 ng na pasmo. Szybkość wędrówki DNA w agarozie podczas elektroforezy zależy od: 1) wielkości cząsteczki (szybkość wędrówki XE "elektroforeza: szybkość wędrówki"  DNA przez żel agarozowy jest odwrotnie proporcjonalna do długości cząsteczek), 2) stężenia agarozy, 3) konformacji DNA, 4) napięcia prądu elektrycznego.

	stężenie agarozy w żelu

[%]
	zakres rozdziału liniowych molekuł DNA (kb)*

	0,3
	5–60

	0,6
	1–20

	0,9
	0,5–7

	1,2
	0,4–6

	2,0
	0,1–3


* 1 kb(p) jest to długość liniowej cząsteczki DNA równa 1 000 par zasad azotowych. Jest to skrót bezpośrednio przeniesiony z terminologii anglojęzycznej kilo base (pair). Polskim odpowiednikiem są skróty: pz (par-zasad) lub kpz (kilo-par-zasad).


Rozdział elektroforetyczny trzech form DNA o takim samym ciężarze cząsteczkowym, lecz różniących się przestrzenną strukturą cząsteczki (na przykładzie DNA plazmidu pBR322) został przedstawiony na Rys. 6.7.

Szybkość migracji liniowych fragmentów DNA jest proporcjonalna do napięcia tylko dla jego stosunkowo niskich wartości, dlatego więc do otrzymania najlepszego rozdziału fragmentów większych niż 2 kpz nie należy przekraczać napięcia 5V/cm. Zachowanie DNA w elektroforezie w żelu agarozowym nie zależy w istotny sposób od składu zasad azotowych. Szybkość poruszania się fragmentów DNA w agarozie nie zmienia się w dość szerokim zakresie temperatur (od 4ºC do 30ºC), w związku z tym wygodniej jest prowadzić ten proces w temperaturze pokojowej. Technika ta służy do rozdziału kwasów nukleinowych, kompleksów białek z kwasami nukleinowymi oraz dużych struktur białkowych. Zależnie od wielkości rozdzielanych struktur stosuje się odpowiednie stężenie agarozy, z czym wiąże się stopień (gęstość) jej usieciowania. Agaroza jest polimerem polisacharydowym, utworzonym przez pochodne galaktozy. Elektroforezę przeprowadza się w pH ok. 7,0; w tych warunkach cząsteczki DNA są ujemnie naładowane, wędrują więc do anody.

[image: image146.png]OC

CCC





Rys. 6.7
Schemat rozdziału elektroforetycznego trzech różnych form plazmidu pBR322 (widok znacznie powiększony)

CCC – cząsteczki koliste, kowalencyjnie zamknięte (ang. covalently closed circles) zwinięte w formę superhelikalną; OC – formy koliste powstające po wprowadzeniu co najmniej jednego nacięcia do jednej z nici DNA, wchodzącej w skład cząsteczki (ang. open circles); L – cząsteczki liniowe powstające w wyniku przecięcia obu nici DNA w tym samym miejscu

Postępowanie

Procedura przygotowania 0,8% żelu agarozowego

1.
Odważyć 0,8 g agarozy i wsypać do kolby stożkowej na 500 ml.

2.
Wziąć 100 ml buforu 10TBE XE "TBE"  i uzupełnić H2O do 1 litra – mamy 1 litr buforu elektrodowego.

3.
Do kolby z agarozą dodać 100 ml buforu elektrodowego, zamieszać, zakryć folią i rozpuścić agarozę w kuchence mikrofalowej (ok. 3–4 minut).

4.
Dobrze wymieszać, pozostawić do schłodzenia do temp. ok. 55ºC i dodać kroplę roztworu bromku etydyny, zamieszać.

5.
Na idealnie poziomej powierzchni przygotować płytkę do agarozy wstawioną w rynienkę, ustawić grzebień. Ponieważ aparaty do elektroforezy w agarozie różnią się od siebie pod względem kształtu i sposobu przygotowania żelu, stosuje się różne modyfikacje tej procedury. Np. samą płytkę do agarozy zaklejamy taśmą samoprzylepną z obu końców przed wstawieniem grzebienia i wlaniem agarozy. Po zastygnięciu agarozy delikatnie odklejamy taśmę samoprzylepną (zwykle po wyciągnięciu grzebienia).

6.
Wlać agarozę na płytkę, zostawić do stężenia.

7.
Wstawić płytkę z agarozą do aparatu do elektroforezy, wlać bufor elektrodowy.

Przygotowanie i nanoszenie próbek

Uwaga! Maksymalna objętość próbki do nanoszenia wynosi 55 (l ze względu na objętość pojedynczej „studzienki” do nanoszenia próbek. W tej objętości musi być co najmniej 1/5 objętości tzw. „stopera” do agarozy (buforu do nanoszenia). Tak więc możliwa objętość do „zagospodarowania” wynosi maksymalnie 9/10 pojemności pojedynczej studzienki. Osobom nanoszącym próbki po raz pierwszy sugerujemy maksymalne zwiększenie ilości dodanego buforu do nanoszenia – gęstość próbki jest wtedy większa i próbka jest bardziej „bezpieczna” – ryzyko złego naniesienia i wypłynięcia próbki jest mniejsze. Najwygodniej nanosi się próbki na żel (w aparacie) stojącym na równym i ciemnym tle. Próbki nanosimy siedząc wygodnie, z łokciami opartymi o blat stołu laboratoryjnego, jedną ręką trzymając pipetę automatyczną, podczas gdy palcami drugiej dłoni podtrzymujemy (prowadzimy) pipetę.

1.
Delikatnie (!!!) wyciągamy grzebień z agarozy.

2.
Próbki nanosimy „podwarstwiając” do studzienek wypełnionych buforem elektrodowym.

3.
Elektroforezę prowadzimy przy odpowiednim natężeniu prądu dla danego aparatu do elektroforezy. Żel musi (!!!) być całkowicie zakryty buforem.

4.
Elektroforezę prowadzimy zwykle 1–2 godz.

5.
Wynik rozdziału elektroforetycznego oglądamy w świetle UV. Należy bezwzględnie zakładać maskę ochronną.

6.
Przy dłuższych manipulacjach z włączoną lampą UV należy ubrać rękawiczki, fartuch ochronny powinien mieć opuszczone rękawy.

Materiały i odczynniki

· bufor 10TBE XE "TBE" : 0,89 M Tris, 0,89 M kwas borowy, 0,02 M EDTA

· “stoper” do agarozy: 100 mM Tris-HCl, pH 8,0, 50% glycerol, 2,5% SDS, 25 mM EDTA, 0,05% błękit bromofenolowy

· agaroza

· standard masy DNA (opcjonalnie)

6.2.6. Enzymatyczna degradacja kwasów nukleinowych XE "kwasy nukleinowe: enzymatyczna degradacja " 

Kwasy nukleinowe mogą ulegać fragmentacji pod wpływem różnych czynników. Czynniki chemiczne takie jak stężone kwasy: mrówkowy czy chlorowy (VII) hydrolizują DNA i RNA do zasad azotowych. Część z zasad azotowych ulega jednak w takich warunkach destrukcji. Inkubacja RNA przez 1 godz. w 100ºC w roztworze 1 M HCl lub H2SO4 powoduje jego hydrolizę do zasad purynowych i nukleozydów pirymidynowych. 


W organizmach żywych kwasy nukleinowe ulegają degradacji na drodze enzymatycznej. Proces ich hydrolizy katalizowany jest przez specjalne, specyficzne białka o aktywności enzymatycznej – enzymy. Enzymy degradujące kwasy nukleinowe katalizują proces hydrolizy wiązania estrowego pomiędzy resztą kwasu fosforowego a pentozą XE "pentoza" . W zależności od ich specyficzności działania (hydrolizy) powodują przerwanie nici kwasu nukleinowego od strony grupy 3’ lub 5’ pentozy. Powoduje to, że tak powstały koniec w miejscu 3’ lub 5’ może „mieć” grupę hydroksylową lub resztę kwasu fosforowego. Enzymy trawiące (fragmentujące) możemy podzielić na kilka grup w zależności od sposobu działania i specyficzności względem rodzaju i formy kwasu nukleinowego. Enzymy trawiące zarówno DNA jak i RNA generalnie nazywamy nukleazami XE "nukleaza" . Enzymy trawiące wyłącznie DNA nazywamy deoksyrybonukleazami lub DNazami XE "DNaza" . Z kolei rybonukleazy lub RNazy trawią wyłącznie RNA. Ze względu na lokalizację miejsc hydrolizy kwasów nukleinowych przez enzymy możemy je podzielić na endonukleazy XE "endonukleazy"  (hydrolizują wiązanie estrowe wewnątrz) oraz egzonukleazy XE "egzonukleazy"  (hydrolizują wiązanie estrowe „odcinając” zewnętrzny nukleotyd XE "nukleotyd" ). Egzonukleazy mogą mieć specyficzność XE "enzymy: specyficzność"  względem 3’ końca (3’>5’ egzonukleazy) lub względem 5’ końca (5’>3’ egzonukleazy). Egzonukleazy (podobnie jak endonukleazy) mogą wykorzystywać jako substrat kwas nukleinowy w postaci jedno lub dwuniciowej.


Endonukleazy mogą degradować (przecinać) kwas nukleinowy w sposób niespecyficzny (niezależny od sekwencji) lub w sposób specyficzny rozpoznając określoną sekwencję (np. enzymy restrykcyjne XE "enzymy restrykcyjne" ). Przykładem endodeoksyrybonukleazy jest DNaza I, przykładem endorybonukleazy może być RNaza XE "RNaza"  A. Są to dwie najbardziej znane niespecyficznie działające nukleazy.


Klasycznym przykładem endodeoksyrybonukleazy (endoDNazy) może być enzym restrykcyjny Eco RI. Jest to enzym występujący w niektórych szczepach bakterii z grupy E. coli (np. szczep BS5) rozpoznający sekwencję dwuniciowego DNA złożoną z sześciu par zasad:

–NNNN–GAATCC–NNNN–

–NNNN–CTTAGG–NNNN–
rozcinający łańcuch kwasu nukleinowego jednej nici pomiędzy guaniną a adeniną, natomiast w drugiej nici pomiędzy dwiema guaninami (N – oznacza dowolny nukleozyd XE "nukleozyd" ). Produktem pojedynczego trawienia cząsteczki DNA przez Eco RI są dwie cząsteczki DNA posiadające komplementarne odcinki jednoniciowe – tzw. lepkie końce XE "lepkie końce" :
–NNNN–G                       AATCC–NNNN–
–NNNN–CTTAG                      G–NNNN–
Nie wszystkie enzymy restrykcyjne XE "enzymy restrykcyjne"  przecinają rozpoznawaną sekwencję DNA niesymetrycznie. Są enzymy restrykcyjne, które przecinają sekwencję DNA symetrycznie generując tzw. tępe końce XE "tępe końce" . Przykładami takich enzymów mogą być: Dra I lub Alu I rozpoznające i trawiące odpowiednio sekwencje:

Dra I:    –TTT AAA–                         Alu I:       –AG TC–    

             –AAA TTT–                                          –TC AG–     


Przykłady innych enzymów restrykcyjnych generujących tzw. tępe końce XE "tępe końce"  to Pvu II (CAG CTG), Sma I (CCC GGG) czy Ssp I (AAT ATT).

6.2.7. Degradacja wysokocząsteczkowego DNA różnymi ilościami DNazy XE "kwasy nukleinowe: enzymatyczna degradacja " 
Zasada metody


DNaza I XE "DNaza"  jest enzymem endonukleolitycznym specyficznym względem dwuniciowego DNA. Wysokocząsteczkowy DNA jest degradowany (trawiony) przez DNazę I na coraz mniejsze fragmenty w miarę czasu trwania reakcji lub dostępności enzymu. Jako rezultat trawienia uzyskujemy mieszaninę fragmentów DNA o różnej wielkości (długości), które w elektroforezie w żelu agarozowym mogą układać się w postaci zabarwienia ścieżki nawet na całej jej długości (ang. smear – czasteczki DNA „rozsmarowane” po całej długości ścieżki).

Postępowanie

1.
Przygotować próby zawierające poszczególne składniki mieszaniny reakcyjnej w ilości podanej w tabeli.

	nr
	DNaza I
	bufor inkubacyjny
	DNA substrat

	1
	DNaza bez rozcieńczenia

20 (l (=200 ng)
	30 (l
	3 (l

	2
	DNaza rozcieńczona 10 (
20 (l (=20 ng)
	30 (l
	3 (l

	3
	DNaza rozcieńczona 100 (
20 (l (=2 ng)
	30 (l
	3 (l

	4
	kontrola (bez DNazy)

0 (l
	50 (l
	3 (l


2.
Wszystkie próby inkubować 10 minut w temp. 37ºC, po czym dodać 10 (l „stopera”

3.
Wszystkie próbki (całość roztworu) nanieść na żel agarozowy (uprzednio pokryć żel cienką warstwą buforu elektrodowego).

4.
Elektroforezę prowadzić przez ok. 1 godz. przy 40 mA / żel.

5.
Pasma DNA po elektroforezie lokalizować w żelu przez obserwację w świetle ultrafioletowym fluorescencji bromku etydyny wbudowanego w podwójną spiralę kwasu nukleinowego.

Materiały i odczynniki

· DNaza I (1 mg/100 ml), czyli 10 (l (= 100 ng)


bez rozcieńczenia:
5 (l (=50 ng)



20 (l (=200 ng)


rozcieńczona 10 razy:
100 (l (= 1 000 ng) + 0,9 ml buforu inkubacyjnego



10 (l (= 10 ng)



5 (l (= 5 ng)



20 (l (= 20 ng)


rozcieńczona 100 razy:
100 (l (= 100 ng) + 0,9 ml buforu inkubacyjnego



10 (l (=1 ng)



5 (l (=0,5 ng)




20 (l (=2 ng)


· DNA chromosomowy (roztwór o stężeniu 1 mg/ml)

· bufor elektrodowy TBE XE "TBE" : 54 g Tris base, 27,5 g kwasu borowego i 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) uzupełnić do 1 l wodą destylowaną; Uwaga! do elektroforezy rozcieńczyć 5-krotnie

· roztwór 0,8% agarozy w buforze elektrodowym (5-krotnie rozcieńczonym, z dodatkiem bromku etydyny)

· bufor do inkubacji z DNazą: 20 mM Tris-HCl o pH 7,0, 5 mM MgCl2, 0,2 mM EDTA, 10% glicerol

· odczynnik przerywający reakcję enzymatyczną („stoper”): 20% sacharoza, 2% SDS, 5 mM EDTA, błękit bromofenolowy (0,5 mg/ml), pH 8,0

6.2.8. Analiza trawienia DNA plazmidowego enzymem restrykcyjnym Eco RI

Zasada metody


Enzym restrykcyjny jest endodeoksyrybonuklazą specyficzną względem określonej sekwencji DNA. Ilość miejsc trawienia w danej cząsteczce DNA zależy od ilości powtórzeń sekwencji DNA trawionej przez enzym. Jeśli w cząsteczce DNA nie występuje taka sekwencja to taki DNA nie będzie trawiony. Jeśli enzymem restrykcyjnym trawimy populację jednakowych cząsteczek DNA (np. plazmidowy DNA pBR322 lub DNA faga () to po rozdziale w elektroforezie w agarozie uzyskujemy wyraźnie zdefiniowane pasma DNA. 

Postępowanie

1.
Przygotować próbę badaną zawierającą: 2–5 (l DNA plazmidowego (0,5–2,0 (g DNA), 2 (l buforu H, 1(l enzymu restrykcyjnego (EcoR (); uzupełnić do 20 (l wodą bidestylowaną. Przygotować próbę kontrolną nie zawierającą enzymu restrykcyjnego. Próby inkubować 1–2 godz. w temp. 37ºC.

2.
Po inkubacji całość próbek nanieść na 0,8% żel agarozowy i poddać elektroforezie.

3.
Żel obserwować w świetle ultrafioletowym.

Materiały i odczynniki

· 2–5 (l DNA plazmidowego (0,5–2,0 (g DNA)

· bufor H: 50 mM Tris-HCl o pH 7,5, 10 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 1 mM dithiothreitol

· enzym restrykcyjny 

· „stoper” do agarozy

6.3. Izolacja DNA z komórek bakteryjnych XE "kwasy nukleinowe: izolacja DNA " 

W komórce prokariotycznej DNA występuje w cytoplazmie w postaci pojedynczego, kolistego chromosomu bakteryjnego zwanego genoforem, wielkości od 300 kb do 5 000 kb niosącego kompletną informację o budowie i funkcjonowaniu komórek bakteryjnych. W obrębie genów bakteryjnych nie wyróżnia się intronów. 


Poza chromosomem bakterie posiadają także w cytoplazmie kolisty DNA plazmidowy, który niesie dodatkowe informacje nie będące konieczne do funkcjonowania komórek bakteryjnych, korzystne jednak dla bakterii, takie jak oporność na antybiotyki np. gen kodujący laktamazę rozkładającą ampicylinę, właściwości chorobotwórcze, zdolność wykorzystywania innych źródeł energii, np. gen SYMBOL 98 \f "Symbol"-galaktozydazy, kodujący enzym umożliwiający trawienie galaktozy. DNA plazmidowy niesie także informację o płci bakterii.


Informację genetyczną wirusów mogą stanowić: dwuniciowy DNA różnej długości w zależności od wirusa, posiadający także obszary niekodujące; jednoniciowy DNA lub RNA.

6.3.1. Otrzymywanie DNA chromosomowego z E. coli XE "kwasy nukleinowe: izolacja DNA " 
Zasada metody


Bakterie do preparacji DNA genomowego hodujemy ok. 6 godz. w 37ºC na pożywce stałej lub w pożywce płynnej z wytrząsaniem. Ściany komórkowe usuwamy inkubując bakterie z lizozymem, komórki lizujemy przy użyciu detergentu – 25% SDS. RNA jest usuwany przez hydrolizę w pH 8,0. Białka i lipidy usuwamy z lizatu poprzez ekstrakcję do mieszaniny chloroformu i alkoholu izoamylowego. DNA o dużej masie cząsteczkowej (DNA chromosomowy) wytrącamy z roztworu zimnym etanolem i nawijamy na bagietkę szklaną.
Postępowanie

Hodowla na podłożu stałym

1.
Na trzy płytki Petriego ze stałą pożywką pełną wysiewamy 2 ml zawiesiny bakterii w logarytmicznej fazie wzrostu, rozprowadzamy głaszczką i inkubujemy 6 godz. w 37ºC.

2.
Kolonie bakterii zawieszamy za pomocą głaszczki w małej ilości 0,9% NaCl (II) i przenosimy pipetką pasteurowską do probówek wirówkowych. 

3.
Zawiesinę komórek wirujemy 5 minut , 3 000g w +4ºC, supernatant odrzucamy.

Hodowla na podłożu płynnym

1.
0,5 l bulionu zaszczepiamy hodowlą E. coli w stosunku 1:50.

2.
Bakterie hodujemy 6 godz. w 37ºC z wytrząsaniem.

3.
Hodowlę wirujemy 5 minut, 3 000g w +4 ºC, supernatant odrzucamy.

4.
Osad bakterii z punktu 3 zawieszmy w 12,5 ml buforu (III) i przenosimy do kolbki.

5.
Do zawiesiny dodajemy 5 mg lizozymu (VIII), dokładnie mieszamy i inkubujemy 30 minut w 37ºC.

6.
Dodajemy 1 ml 25% SDS (IV) i delikatnie mieszamy kolistym ruchem.

7.
Do lizatu dodajemy 3,5 ml 5 M NaCl (I) i 17 ml mieszaniny chloroform : alkohol izoamylowy (24:1, v/v) (V) i wytrząsamy przez 30 minut.

8.
Całość wirujemy 10 minut, 10 000g w +4ºC. 

9.
Pipetą pasteurowską zbieramy fazę wodną (roztwór DNA genomowego bakterii) i mierzymy jej objętość cylindrem, a następnie przenosimy do zlewki.

10.
Dodajemy podwójną objętość zimnego etanolu (VI) i delikatnie mieszamy kolistym ruchem.

11.
Wytrącony DNA nawijamy delikatnie na bagietkę szklaną, a następnie rozpuszczamy w małej ilości buforu (VII) (w najmniejszej objętości buforu, w której rozpuści się DNA).

12.
Uzyskany preparat DNA chromosomowego E.coli przechowujemy w –20ºC.

Materiały i odczynniki 

· I. 5 M NaCl

· II. 0,9% NaCl

· III. bufor o pH 8,0: 0,15 M NaCl, 0,1 M EDTA

· IV. 25% SDS

· V. mieszanina: chloroform : alkohol izoamylowy (24:1 v/v) 

· VI. 99% etanol (– 20 ºC)

· VII. bufor o pH 7,4: 0,15 M NaCl, 0,015 M cytrynian sodu 

· VIII. lizozym – ok. 5 mg

6.3.2.  Izolacja DNA plazmidowego XE "kwasy nukleinowe: izolacja DNA " 
Zasada metody


W roztworze I zawieszamy komórki bakterii w zasadowym roztworze izoosmotycznym glukozy. Dodanie na tym etapie preparacji lizozymu dla zhydrolizowania ścian komórek bakterii, jak podają niektóre przepisy, jest niekonieczne. Dodając SDS XE "SDS"  i NaOH dokonujemy zasadowej lizy komórek, przy czym EDTA z roztworu I chroni lizat przed działaniem uwolnionych endogennych enzymów. W punkcie 6. postępowania po odwirowaniu mieszaniny roztworów I i II zawieszamy lizat w roztworze III –następuje zobojętnienie środowiska zasadowego, DNA rozpuszcza się w roztworze. Dodając propanol wytrącamy z roztworu kwasy nukleinowe. Po rozpuszczeniu osadu DNA w wodzie, dodając 0,1 objętości octanu sodu i podwójną objętość etanolu, ponownie wytrącamy DNA plazmidowy w celu większego oczyszczenia preparatu.

Postępowanie

1.
Pojedynczą kolonię bakteryjną wysiewamy do 3 ml pożywki LB z odpowiednim antybiotykiem i inkubujemy, wytrząsając, przez noc w 37ºC.

2.
Nalewamy po 1,5 ml hodowli do probówek Eppendorfa i wirujemy 30 sekund przy    12 000g w  4ºC.

3.
Supernatant odrzucamy, a osad bakterii suszymy w probówce przez odsączenie roztworu na bibule.

4.
Osad zawieszamy w 100 SYMBOL 109 \f "Symbol"l schłodzonego do 4ºC roztworu I i pozostawiamy kilka minut w lodzie. Uwaga! Osad bakterii musi być na tym kroku preparacji bardzo dobrze zawieszony w roztworze I, co można uzyskać przez energiczne wytrząsanie.

5.
Dodajemy 200 SYMBOL 109 \f "Symbol"l świeżo przygotowanego roztworu II i pozostawiamy ok. 15 minut na lodzie. Uwaga! Po dodaniu roztworu II próby nie można energicznie mieszać ani wytrząsać aby nie porozrywać zdenaturowanego DNA.

6.
Dodajemy 150 SYMBOL 109 \f "Symbol"l schłodzonego do 4ºC roztworu III, delikatnie mieszamy i pozostawiamy 30 minut w lodzie.

7.
Zawiesiny wirujemy 5 minut przy 12 000g w 4ºC.

8.
Supernatant przenosimy do nowych probówek i dodajemy 400 SYMBOL 109 \f "Symbol"l propanolu, trzymamy w lodzie 1 godz.

9.
Wirujemy 5 minut przy 12 000g w 4ºC.

10.
Supernatant odrzucamy, a osad rozpuszczamy w 200 SYMBOL 109 \f "Symbol"l H2O; dodajemy 20 SYMBOL 109 \f "Symbol"l octanu sodu i 400 SYMBOL 109 \f "Symbol"l etanolu, pozostawiamy ok. 30 minut w –20ºC.

11.
Próby wirujemy 5 minut przy 12 000g w 4ºC; supernatant odrzucamy, osad suszymy w wirówce próżniowej i rozpuszczamy w 100 SYMBOL 109 \f "Symbol"l H2O.

12.
Uzyskany wodny roztwór plazmidowego DNA przechowujemy w –20ºC.

Materiały i odczynniki

· roztwór I: 25 mM Tris-HCl, pH 8,0, 50 mM glukoza, 10 mM EDTA ; wszystkie składniki buforu rozpuścić w ok. 90 ml wody, doprowadzić stężonym HCl do pH 8,0 i uzupełnić wodą do 100 ml

· roztwór II: 0,2 M NaOH (2 ml 10 M NaOH), 1% SDS (0,5 ml 20% SDS); dopełnić wodą do 10 ml; roztwór przygotować na świeżo z wyjściowych roztworów: 10 M NaOH i 20% SDS

· roztwór III: zmieszać 60 ml 5 M octanu potasu; 11,5 ml lodowatego kwasu octowego i 28,5 ml H2O

· 99% etanol

· 99% propanol 

· 3 M octan sodu 

6.3.3. Preparacja kwasu rybonukleinowego z drożdży XE "kwasy nukleinowe: izolacja RNA " 
Postępowanie

1.
W kolbie stożkowej na 50–200 ml doprowadzić do wrzenia 15 ml buforu do ekstrakcji.

2.
Do wrzącego roztworu dodać 10 g dobrze rozdrobnionych świeżych drożdży i ogrzewać zawartość przez 3 minut.

3.
Zawiesinę schłodzić pod strumieniem zimnej wody z kranu, a następnie w łaźni wodno-lodowej o temp. 4ºC.

4.
Odwirować zawiesinę przez 10 minut przy 3 000g.

5.
Uzyskany supernatant wlać do dwóch objętości oziębionego 95% etanolu i inkubować w zamrażarce 30 minut.

6.
Preparat odwirować (3 000g; 10 minut; 4ºC).

7.
Uzyskany osad rozpuścić w 5 ml 0,01 M roztworu NaOH. 

8.
Określić ilość wypreparowanego RNA poprzez pomiar absorbancji przy długości fali 260 nm.

9.
Określić stopień czystości wypreparowanego RNA przez wykreślenie widma absorpcyjnego w zakresie od 230 nm do 300 nm i obliczenie stosunku A260/A280.  Do pomiarów spektrofotometrycznych roztwór RNA należy rozcieńczyć (ok. 100 razy).

Materiały i odczynniki

· świeże drożdże piekarskie (10 g na jedną preparację)

· bufor ekstrakcyjny o składzie: 25 mM bufor fosforanowy (wyłącznie fosforany sodowe), pH 7,0, 2% SDS i 4,5% etanol

· roztwór 0,01 M NaOH

7. Techniki biologii molekularnej
7.1. Izolacja całkowitego DNA z liści fasoli XE "kwasy nukleinowe: izolacja DNA " 
Vallejos C.E., Sakiyama N.S., Chase C.D. (1992) Genetics 131, 733-740.

Zasada metody


Przedstawiona metoda służy do izolacji całkowitego DNA z liści roślin, a więc w otrzymanym preparacie znajduje się DNA jądrowy, chloroplastowy i mitochondrialny. Do preparacji wykorzystuje się młode liście, ponieważ w młodych tkankach zawartość DNA w stosunku do białek jest korzystna, a zatem z nich właśnie najłatwiej otrzymać względnie czysty DNA z dobrą wydajnością.


Pierwszym etapem preparacji jest homogenizacja liści w ciekłym azocie poprzez ich ucieranie w moździerzu. Drugi etap preparacji to liza komórek XE "liza komórek roślinnych" , która zachodzi pod wpływem buforu lizującego (zawierającego detergent) w temperaturze 65(C. W trzecim etapie zostaje usunięta większość zanieczyszczeń białkowych przez ekstrakcję równą objętością chloroformu. Po wirowaniu powinien wystąpić charakterystyczny układ faz: na górze znajduje się faza wodna, a pod nią faza organiczna, na ich granicy zbiera się kożuszek z resztek liści. Czwarty etap preparacji polega na precypitacji kwasów nukleinowych za pomocą izopropanolu. Do czystej zlewki należy wlać taką objętość izopropanolu o temperaturze pokojowej, która równa się 2/3 objętości fazy wodnej uzyskanej po ekstrakcji, a następnie wlać szybkim ruchem fazę wodną. Jest ważne, aby najpierw wlać alkohol, a dopiero do niego dodać od razu całą fazę wodną! Już po chwili w zlewce powinien być widoczny biały kłębuszek (DNA), wraz z upływem czasu staje się on coraz bardziej zwarty. Po zakończeniu precypitacji, DNA zawiesza się w buforze TE XE "TE" , a następnie dodaje się RNazę i inkubuje w temp. 37(C. Jest to piąty etap preparacji, którego celem jest usunięcie RNA. W szóstym etapie ponownie ekstrahuje się preparat równą objętością chloroformu, by wreszcie w etapie siódmym zagęścić DNA przez precypitację po dodaniu 2 objętości 97% etanolu i 1/6 objętości 5 M NaCl. Następnie (etap 8) należy odwirować preparat przy 20 000g przez 20 minut – są to standardowe warunki wirowania po precypitacji DNA. Supernatant należy wylać, a osad wysuszyć na powietrzu. Wygląd osadu świadczy o jakości otrzymanego DNA, idealny jest osad przezroczysty i opalizujący. Do probówki należy dodać bufor TE, w którym rozpuści się DNA. Po pewnym czasie, (jeśli nie ma pośpiechu, to następnego dnia) należy przenieść preparat do probówki Eppendorfa. Preparat DNA na tym etapie nie jest jeszcze wystarczająco czysty, aby poddać go trawieniu enzymami restrykcyjnymi. Dlatego wykonuje się dodatkową ekstrakcję fenolem i chloroformem, a następnie precypitację DNA (etapy 9 i 10).

Postępowanie

1.
4 g liści włożyć do schłodzonego moździerza i utrzeć w ciekłym azocie na gładki proszek. Dodać 14 ml buforu lizującego, przenieść do probówki wirówkowej o pojemności 28 ml.

2.
Inkubować przez 45 minut w temp. 65(C. Schłodzić próby.

3.
Homogenat ekstrahować równą objętością chloroformu mieszając bardzo delikatnie! Oddzielić fazę wodną przez wirowanie (28 000g, 20 minut).

4.
Precypitować DNA wlewając fazę wodną do małej zlewki (najlepiej o pojemności 25 ml), w której przygotowano 2/3 objętości izopropanolu o temperaturze pokojowej. Zlewkę przykryć folią aluminiową i pozostawić na 30 minut.

5.
Za pomocą pipety pasteurowskiej z pętelką przenieść DNA do czystej probówki wirówkowej, w której przygotowano 3 ml buforu TE oraz 60 (g RNazy. Próbę inkubować 15 minut w temp. 37(C.

6.
Ponownie ekstrahować roztwór równą objętością chloroformu i odwirować (15 000g, 20 minut).

7.
Fazę wodną przenieść do czystej probówki wirówkowej i precypitować DNA dodając 1/6 objętości 5 M NaCl i 2 objętości 97% etanolu. Probówkę pozostawić 1 godz. w lodówce.

8.
Probówkę odwirować przy 20 000g przez 20 minut, supernatant wylać, a osad suszyć na powietrzu. Do probówki dodać 500 (l buforu TE i pozostawić ją w takiej pozycji, aby bufor obmywał osad. Preparat przenieść do probówki Eppendorfa.

9.
Preparat ekstrahować równą objętością fenolu, a następnie chloroformu delikatnie mieszając. Wirować przy 15 000g, 10 minut.

10.
DNA precypitować dodając 1/6 objętości 5 M NaCl i 2 objętości 97% etanolu. Próbę pozostawić w lodówce, a następnie wirować przy 20 000g przez 20 minut. Osad zawiesić w 50 (l buforu TE.

Materiały i odczynniki

· bufor lizujący: 133,0 mM Tris, 6,7 mM EDTA, 0,95 M NaCl, 4% Sarcosyl, pH 7,8; tuż przed użyciem należy dodać 1,33 ml (-merkaptoetanolu na 100 ml buforu

· TE XE "TE" : 10mM Tris, 1mM EDTA, pH 8,0
· fenol (o czystości wymaganej w bilogii molekularnej)
· izopropanol
· RNaza

· 5 M NaCl
· 97% etanol 

· chloroform

7.1.1. Trawienie całkowitego DNA enzymem Eco RI

Węgleński P. Genetyka molekularna. Praca zbiorowa. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2002.

Sambrook J., Russel D.W. Molecular Cloning. A laboratory  manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York. Third Edition 2001.

Zasada metody


Enzymy restrykcyjne (restryktazy XE "restryktazy" , endonukleazy XE "endonukleazy" ) zostały odkryte w latach sześćdziesiątych XX w. przez Wernera Arbera, Hamiltona Smitha i Daniela Nathansa. Enzymy te rozpoznają i przecinają określone sekwencje nukleotydowe w cząsteczce DNA. Sekwencje rozpoznawane przez restryktazy zawierają od 4 do 8 nukleotydów. Miejsce przecięcia cząsteczki DNA znajduje się w obrębie sekwencji rozpoznawanej lub w określonej odległości od niej.

Enzymy restrykcyjne występują u bakterii i sinic i stanowią antywirusową broń tych organizmów. Bakterie i sinice modyfikują sekwencje rozpoznawane przez restryktazy XE "restryktazy"  w swoim własnym materiale genetycznym chroniąc go w ten sposób przed działaniem restryktaz.


Działanie enzymów restrykcyjnych polega na hydrolizie wiązań fosfodiestrowych w obu niciach DNA. Miejsca rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne XE "enzymy restrykcyjne"  są palindromami, a miejsca przecięcia nici DNA są usytuowane symetrycznie (Rys. 7.1). Sekwencje palindromowe (palindrom XE "palindrom"  – gr. „biegać tam i z powrotem”) to sekwencje nukleotydowe, które są identyczne, jeśli są czytane z obu nici w tym samym kierunku np. 5’→3’. Przecięcie nici następuje albo dla tej samej pary zasad i powstają wtedy cząsteczki DNA o tzw. „tępych” końcach, albo z przesunięciem o 1 lub 2 zasady – powstają cząsteczki o „lepkich” końcach XE "lepkie końce"  (Rys. 7.1).


Enzymy restrykcyjne są wykorzystywane do identyfikacji i porównywania organizmów (Rys. 7.2), do izolacji fragmentów DNA z genomów oraz do konstruowania map restrykcyjnych (Rys. 7.3). Mapa restrykcyjna  XE "mapa restrykcyjna" to obraz cząsteczki DNA, na którym zaznaczono miejsca rozpoznawane przez różne enzymy restrykcyjne XE "enzymy restrykcyjne"  z uwzględnieniem odległości między nimi wyrażonej loczbą nukleotydów.

Postępowanie

Uwaga! Enzym Eco RI dodawany jest do mieszaniny reakcyjnej porcjami, ponieważ wówczas trawienie XE "kwasy nukleinowe: trawienie"  jest bardziej efektywne. Enzym dodawany jest do mieszaniny reakcyjnej jako ostatni składnik i powinien być wyjmowany z zamrażarki tuż przed dodaniem do mieszaniny, przez cały czas powinien znajdować się na lodzie. W mieszaninie znajduje się również właściwy dla enzymu bufor (dostarczany łącznie z enzymem w stężeniu 10 razy większym od optymalnego dla reakcji). Reakcja jest prowadzona w temp. 37(C. Przed każdym dodaniem nowej porcji enzymu należy przez chwilę zwirować zawartość probówki z mieszaniną reakcyjną.
1.
Przygotować mieszaninę reakcyjną:

· całkowity DNA 

X (l (5 (g)

· woda

44 (l – X (l

· bufor

5 (l 

· Eco RI

1 (l

2.
Po 1 godzinie inkubacji dodać kolejną porcję 0,5 (l enzymu.

3.
Po 2 godzinach inkubacji dodać kolejną porcję 0,5 (l enzymu.

4.
Po 3 godzinach inkubacji dodać kolejną porcję 0,5 (l enzymu.

5.
Mieszaninę inkubować jeszcze przez około 2 godziny, a następnie nanieść na 0,8% żel agarozowy (rozdział 6.2.5).

Materiały i odczynniki

· enzym restrykcyjny Eco RI 10 J/(l z buforem
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Rys. 7.1 Sekwencje nukleotydowe rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne XE "enzymy restrykcyjne"  Eco RI, Hpa I, Fok I oraz Mfl I

Strzałkami zaznaczono miejsca, w których enzymy rozcinają nici DNA. Cząsteczki uzyskane po trawieniu mogą mieć tępe (Hpa I) lub lepkie (Eco RI) końce
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Rys. 7.2 Identyfikacja i rozróżnianie cząsteczek DNA przez trawienie XE "kwasy nukleinowe: trawienie"  restryktazą i rozdział elektroforetyczny

Rysunek zmodyfikowany na podstawie Węgleński P. (patrz Piśmiennictwo)
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Rys. 7.3 Rozdział elektroforetyczny cząsteczek plazmidu pMSO2 trawionych pojedynczymi lub parą enzymów restrykcyjnych

Na żel naniesiono także plazmid XE "plazmid" , który nie był trawiony enzymatycznie (nt). Poniżej przedstawiono mapę restrykcyjną pMSO2, którą opracowano na podstawie uzyskanych wzorów restrykcyjnych. Rysunek zmodyfikowany na podstawie Węgleński P. (patrz Piśmiennictwo)
7.2. Izolacja RNA z liści XE "kwasy nukleinowe: izolacja RNA " 
Chomczynski P. (1993) BioTechniques 15, 532-537.

Chomczynski P., Sacchi N. (1987) Anal. Biochem. 162, 156-159.

Zasada metody


Izolacja RNA z liści będzie prowadzona z wykorzystaniem odczynnika TRI Reagent firmy Sigma, który jest mieszaniną tiocyjanianiu guanidyny i fenolu rozpuszczającą kwasy nukleinowe i białka podczas homogenizacji tkanki. Po dodaniu chloroformu mieszanina rozdziela się na trzy fazy: wodną zawierającą RNA, interfazę zawierającą DNA oraz fazę organiczną zawierającą białka. Każda z tych substancji może być oczyszczana po rozdzieleniu faz.

Zastosowanie tej procedury pozwala na oczyszczenie cząsteczek RNA różnych typów o wielkości od 0,1 do 15 kpz.

Postępowanie

1.
Fragment liścia (200 mg) utrzeć w moździerzu z ciekłym azotem. Proszek przenieść do probówki Eppendorfa i dodać 1 ml TRI. Zawiesinę pipetować wielokrotnie w celu ułatwienia dokładnej lizy komórek.

2.
Zawiesinę pozostawić na 5 minut w temp. pokojowej – w tym czasie następuje dysocjacja kompleksów tworzonych przez białka i kwasy nukleinowe.

3.
Dodać 200 (l chloroformu, mieszać intensywnie przez 30 s i pozostawić na 20 minut w temp. pokojowej.

4.
Wirować w następujących warunkach: 12 000g, 15 minut, 4(C.

5.
Górną bezbarwną fazę wodną przenieść do czystej probówki i dodać 500 (l izopropanolu, zamieszać i pozostawić w temp. – 80(C do następnych ćwiczeń.

6.
Wirować w następujących warunkach: 12 000g, 15 minut, 4(C.

7.
Usunąć supernatant a osad RNA przemyć 1 ml 75% etanolu o temperaturze – 20(C.

8.
Wirować w następujących warunkach: 15 000g, 15 minut, 4(C.

9.
Usunąć supernatant, osad osuszyć przez 10 minut.

10.
Osad zawiesić w 20 (l wody.

Materiały i odczynniki

· TRI Reagent firmy Sigma

· chloroform

· izopropanol

· 75% etanol

7.2.1. Elektroforeza RNA XE "elektroforeza:RNA w żelu agarozowym" 
Sambrook J., Russel D.W. Molecular Cloning. A laboratory  manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York. Third Edition 2001.

Zasada metody została przedstawiona w rozdziale 6.2.4.

Postępowanie

Przygotowanie żelu

1.
Zważyć 0,33 g agarozy i rozpuścić ją w 21,8 ml wody, ogrzewając 3–4 minuty w kuchence mikrofalowej.

2.
Do ostudzonej agarozy dodać 6,9 ml 5stężonego buforu do elektroforezy RNA i 6,3 ml formaldehydu.

3.
Wylać żel w małym aparacie. Uwaga! Nie wdychać oparów unoszących się znad żelu, wylewać go i nanosić próbki w okularach ochronnych.

4.
Elektroforezę prowadzić w 5-krotnie rozcieńczonym buforze.

Przygotowanie próbek (pod dygestorium) i warunki rozdziału elektroforetycznego

1.
Przygotować mieszaninę: 4,5 (l RNA, 2,0 (l 5stężonego buforu do elektroforezy RNA, 3,5 (l formaldehydu, 10 (l formamidu.

2.
Próbki inkubować przez 15 minut w 65(C, przenieść je na lód i zwirować. Dodać po 2 (l buforu obciążającego i po 0,5 (l bromku etydyny.

3.
Żel zalać buforem i przed naniesieniem próbek na 5 minut podłączyć aparat do zasilacza (5 V/cm odległości między elektrodami).

4.
Nanieść próbki, elektroforezę prowadzić przy napięciu 3–4 V/cm.

Materiały i odczynniki

· 5stężony bufor do elektroforezy RNA: 0,1 M MOPS o pH 7,0, 40 mM octan sodu, 5 mM EDTA

· bufor obciążający: 50% glicerol, 1mM EDTA o pH 8,0, 0,25% błękit bromofenolowy

· agaroza

· formaldehyd

· formamid

7.3. Amplifikacja fragmentu DNA metodą PCR XE "kwasy nukleinowe: amplifikacja metodą PCR " 

 XE "PCR" 
Sambrook J., Russel D.W. Molecular Cloning. A laboratory  manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York. Third Edition 2001.

Zasada metody


Metoda PCR XE "PCR"  (ang. polymerase chain reaction, czyli reakcja łańcuchowa polimerazy) pozwala na powielanie cząsteczek DNA. Polega ona na amplifikacji in vitro fragmentów DNA przy zastosowaniu termostabilnej polimerazy. Jest to proces analogiczny do replikacji zachodzącej in vivo. Pierwszym etapem reakcji PCR jest denaturacja, czyli oddzielenie od siebie komplementarnych nici DNA, które są matrycą do amplifikacji nowych cząsteczek DNA. Podwójna nić DNA denaturuje w temperaturze, która zależy od zawartości G+C (im większa zawartość G+C, tym wyższa temperatura jest potrzebna do rozdzielenia nici DNA). Im dłuższa nić DNA, tym dłuższy czas jest potrzebny do ich rozdzielenia. Matrycą może być nawet jedna cząsteczka DNA jedno- lub dwuniciowego. Odpowiednio przygotowane specyficzne oligonukleotydy XE "oligonukleotydy"  (startery XE "startery" ), zwykle o długości 18–25 nukleotydów, stosowane są w stężeniu 0,1–0,5 (M każdy (61012–31013 cząsteczek – jest to ilość wystarczająca na przynajmniej 30 cykli amplifikacji fragmentu o wielkości 1 kpz). Startery przyłączają się do przeciwległych końców nici DNA od strony 3’. Temperatura przyłączania starterów (Ta XE "Ta" ) powinna być niższa o 3–5 stopni od temperatury topnienia (Tm XE "Tm" ) starterów. Za wysoka temperatura jest przyczyną braku lub słabego przyłączania starterów, a zbyt niska temperatura przyczynia się do powstawania niespecyficznych produktów. Następnie polimeraza XE "polimeraza"  dobudowuje komplementarne nukleotydy do już istniejących nici. Polimerazy różnią się powinowactwem, wydajnością oraz zdolnością do syntezy długich fragmentów DNA. Rutynowo stosowana jest polimeraza Taq (0,5–2,5 jednostek na standardową reakcję prowadzoną w objętości 25–50 (l). Podczas etapu polimeryzacji stosuje się temperaturę optymalną dla danej polimerazy (dla polimerazy Taq 72–78(C). Polimeraza Taq dobudowuje około 2 000 nukleotydów na minutę. Wydłużanie prowadzi się zwykle przez 1 minutę na 1 000 nukleotydów produktu. Podstawowe składniki, z których powstaje nowa nić DNA to trifosforany nukleozydów XE "trifosforany nukleozydów"  (dATP XE "dATP" , dCTP XE "dCTP" , dGTP XE "dGTP" , dTTP XE "dTTP" ), które stosowane są w równomolarnych ilościach w stężeniu 200–250 (M każdy. Reakcja PCR przebiega w buforze o pH 8,3–8,8. Siła jonowa buforu jest głównie utrzymywana przez stężenie jonów K+. Jony Mg2+ (stosowane w stężeniu 1–4 mM) kontrolują specyficzność XE "enzymy: specyficzność"  przyłączania starterów. (Rys. 7.4, Rys. 7.5, Rys. 7.6).
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Rys. 7.4 Schemat reakcji PCR XE "PCR" 
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Rys. 7.5 Powielanie cząsteczek DNA podczas reakcji PCR XE "PCR" 
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Rys. 7.6 Schemat przebiegu reakcji PCR XE "PCR" 
Warunki reakcji PCR przedstawiono w tabeli poniżej.

	etap reakcji PCR
	temperatura
	czas trwania

	denaturacja wstępna
	92–98(C
	30 s–8 min

	denaturacja
	94(C
	15 s–1 min

	przyłączanie
	50–65(C
	15 s–1 min

	wydłużanie
	68–78(C
	30 s–4 min (1–1,5 kpz/min)

	końcowe wydłużanie
	72(C
	2 min–30 min

	liczba cykli
	20–40
	



Polimerazy XE "polimeraza"  to enzymy z klasy transferaz, przenoszące reszty nukleotydowe na tworzące się łańcuchy polinukleotydowe. W poniższej tabeli zgromadzono informacje na temat najczęściej stosowanych polimeraz (Tab. 7.1).

Tab. 7.1 Najczęściej stosowane polimerazy DNA

	
	Taq
	Tfu
	Arrow
	Pyra
	Pfu
	Vent
	Tgo

	5’–3’

egzonukleaza
	+
	–
	+
	–
	–
	–
	–

	3’–5’

egzonukleaza
	–
	+
	+
	–
	+
	+
	+

	współczynnik

błędu
	8–1310–6
	4,510–6
	810–6
	210–5
	1,310–6
	2,810–6
	4,910–7

	termostabilność

 w 95°C
	40 min

50%
	5 h

40%
	40 min

50%
	5 h

70%
	2 h

50%
	7 h

50%
	2,5 h

50%

	najdłuższy amplikon 

[kpz]
	7
	10
	21
	21
	15
	13
	10

	dodawanie A

na końcach 3’
	+
	–
	–
	+
	–
	–
	–

	pochodzenie
	Thermus

aquaticus
	Thermococcus

fumicolans
	mieszanina

polimeraz

Taq i Tfu
	Pyrococcus

abysi
	Pyrococcus

furiosus
	Thermococcus

litoralis
	Thermococcus

gorgonarius


7.3.1. Projektowanie starterów


Przykładowa sekwencja DNA amplifikowana metodą PCR XE "PCR" :

5’ATGTTTTCTCAAGGATTGGGCGCGCTCTGTCGCGTTCTTCTCGCGTTAAAAATTTGTTGCACGGTGATTCGAGATTGGGGGCGCTTTCTGGAGTTCCGCGAATAGATGTCTATTCTGAGGGTGTTGAAGGGGGGTTAGGGTTTTTCAGGGGTTACGTATCTTCTCAGTAGCTCGCAATAATGGTTTTGTTTCTAATTTGTCTGGTTTTAAATCTGTTGCTGGAAACCCTAGGTTTCTTCGCTTGTTTTCCAGCGAAGCCCCAAAGAGAAGAATTATGAGAACTTTTATCAAGGGACAGAGAAGTACCTAAGGGGGTGAAAGAATGAGTCTAAAGAGGATCCAAGTCAACACAGAATCAAGGTGGTTTCAAGAAGCCTTCATGAAGCAATTTCAAAGTTTTCTCACCCATTGTTGGTGTGGGGCTATTTCTGCGGCTATAAGCCTAGCCCGTATCGCTAGCAATTCTAG 3’

Startery do metody PCR XE "PCR" :

Starter początkowy (ang. forward primer): 20 nt; Tm XE "Tm"  = 56(C; G + C = 40%


5’–ATGTTTTCTCAAGGATTGGG–3’

Starter końcowy (ang. reverse primer): 20 nt; Tm XE "Tm"  = 54(C; G + C = 45%


5’–CTAGAATTGCTAGCGATACG–3’

7.3.2. Startery do metody PCR XE "PCR"  z dołączonymi niekomplementarnymi fragmentami

Starter początkowy (ang. forward primer):

5’–NNNAAGCTTATGTTTTCTCAAGGATTGGG–3’

AAGCTT – miejsce rozpoznawania i cięcia przez enzym restrykcyjny Hind III

Starter końcowy (ang. reverse primer):

5’– NNGGTACCCTAGAATTGCTAGCGATACG–3’

GGTACC – miejsce rozpoznawania i cięcia przez enzym restrykcyjny Kpn I

N – dodatkowe zasady dodawane na końcach sekwencji w celu ułatwienia trawienia przez enzymy restrykcyjne XE "enzymy restrykcyjne" , które są endonukleazami XE "endonukleazy" .

7.3.3. Amplifikacja mitochondrialnego genu atpA XE "atpA"  na matrycy całkowitego DNA XE "kwasy nukleinowe: amplifikacja metodą PCR " 
Postępowanie

1.
Mitochondrialny gen atpA XE "atpA"  będzie amplifikowany na matrycy całkowitego DNA wyizolowanego wcześniej z liści fasoli (rozdział 7.1). W reakcji zostaną wykorzystane startery XE "startery"  homologiczne do sekwencji zlokalizowanych na 5’ i 3’ końcach genu.

2.
Otrzymany produkt odpowiadający całemu genowi atpA XE "atpA"  powinien mieć wielkość 1,1 kpz.

3.
Każda podgrupa przygotowuje dwie próbki: badaną oraz kontrolę negatywną zawierającą wszystkie składniki oprócz DNA. Kontrolę negatywną przygotowuje się, aby sprawdzić czy używane odczynniki są wolne od zanieczyszczeń DNA.

Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

1.
Rozmrozić na lodzie odczynniki: bufor do polimerazy DNA, dNTP (mieszanina nukleotydów), startery.

2.
Umieścić na lodzie i oznaczyć dwie probówki (kontrola negatywna i próba badana) o pojemności 0,2 ml.

3.
Przygotować próby o składzie podanym poniżej:

	składniki mieszaniny
	próba badana [μl]
	kontrola negatywna [μl]

	woda
	40
	41

	bufor
	5
	5

	dNTP (10 mM każdy)
	1
	1

	starter 1 (10 μM)
	1
	1

	starter 2 (10 μM)
	1
	1

	DNA (100 ng/μl)
	1
	–

	polimeraza DNA
	1
	1


Program reakcji PCR XE "PCR"  i sekwencje starterów

1.
Probówki z mieszaniną reakcyjną należy wstawić do termocyklera i uruchomić następujący program:

	denaturacja wstępna
	94°C, 5 min
	

	denaturacja
	94°C, 10 s
	30 cykli

	przyłączanie
	55°C, 30 s
	

	wydłużanie
	72°C,1 min
	

	końcowe wydłużanie
	72°C, 5 min
	


2.
Sekwencje starterów:


Starter 1: 5’ – ATG GAA TTC TCT TCC AGA GC – 3’


Starter 2: 5’ – ATA GCA GGT CTA ATT CCG CG – 3’

Materiały i odczynniki

· bufor 10stężony (odpowiedni dla danej polimerazy) zawierający 15 mM MgCl2
· nukleotydy dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP; mieszanina nukleotydów o stężeniu 10 mM każdy)

· startery: 10 (M każdy

· matryca ( XE "matryca" np. DNA plazmidowy, całkowity genomowy DNA)

· woda destylowana sterylna

· polimeraza Taq
7.4. Klonowanie XE "klonowanie"  produktu PCR XE "PCR"  do wektora sekwencyjnego


Fragment DNA przeznaczony do klonowania można uzyskać za pomocą reakcji PCR XE "PCR"  lub w wyniku trawienia DNA wybranego organizmu enzymem restrykcyjnym (Rys. 7.7). Klonowanie fragmentu DNA polega na jego połączeniu z wektorem (np. pCR4-TOPO XE "wektor plazmidowy: pCR4-TOPO"  Sequencing Vector firmy Invitrogen), a następnie na wprowadzeniu tak otrzymanej zrekombinowanej cząsteczki DNA do komórki (Rys. 7.7). Wektor posiada cechy zapewniające replikację, a w niektórych przypadkach, również ekspresję klonowanego fragmentu DNA w komórce gospodarza.
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Rys. 7.7 Klonowanie XE "klonowanie"  fragmentów genomu wybranego organizmu z zastosowaniem kolistego wektora DNA

Rysunek zmodyfikowany na podstawie Gajewski W. i Węgleński P. (patrz Piśmiennictwo)

7.4.1. Wektory plazmidowe


Plazmidy to koliste cząsteczki DNA występujące w komórkach bakterii i niektórych innych organizmów, replikujące się niezależnie od replikacji chromosomów. Wektory plazmidowe są wykorzystywane do wprowadzania fragmentów DNA do bakterii. Podobnie jak naturalnie występujące plazmidy, posiadają one zdolność do autonomicznej replikacji w bakteriach, dzięki której zapewniają powielanie wprowadzonego fragmentu DNA.

Każdy wektor powinien posiadać następujące cechy:

1.
Sekwencję odpowiedzialną za inicjację replikacji, tzw. sekwencję ori. Od tej sekwencji zależy specyficzność wektora, czyli to, w jakich komórkach może on ulegać replikacji.

2.
Geny markerowe – geny odpowiedzialne za łatwo wyróżnialne cechy fenotypowe pozwalające odróżnić komórki, które zawierają wektor od tych, które go nie przyjęły. Mogą to być geny warunkujące oporność na antybiotyk:

· gen bla lub ampr kodujący enzym (-laktamazę, która rozkłada antybiotyki penicylinowe, np. ampicylinę.

· gen tet A, który koduje pompę transbłonową zdolną do usunięcia z komórki antybiotyku tetracykliny.

· rolę genów markerowych mogą też spełniać geny warunkujące zdolność do syntezy łatwo oznaczanego enzymu, np. (-galaktozydazy.

3.
Miejsca cięcia przez enzymy restrykcyjne XE "enzymy restrykcyjne" , tzw. polilinkery. W tych miejscach wektor jest rozcinany za pomocą enzymów restrykcyjnych, a jego końce są łączone z końcami klonowanego fragmentu DNA zwanego wstawką lub insertem.

Przykłady wektorów plazmidowych i genów markerowych

· Wektor pBR XE "wektor plazmidowy: pBR"  322 (Rys. 7.8) posiada geny markerowe warunkujące odporność na ampicylinę i tetracyklinę. Klonowany fragment DNA można wprowadzić do wektora w obrębie jednego z tych genów. Obecność aż dwóch genów markerowych pozwala na rozróżnienie komórek, które nie przyjęły wektora (wrażliwe na tetracyklinę i ampicylinę), komórek, które zawierają „pusty” wektor (oporne na oba antybiotyki) oraz komórek, które przyjęły wektor z insertem (są wrażliwe tylko na jeden antybiotyk).
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Rys. 7.8 Wektor pBR XE "wektor plazmidowy: pBR"  322 z zaznaczonymi miejscami rozpoznawanymi przez enzymy restrykcyjne XE "enzymy restrykcyjne"  oraz lokalizacją sekwencji ori i genów oporności na ampicylinę i tetracyklinę

Na rysunku przedstawiono strategię pozwalającą na rozróżnienie bakterii, które nie uległy transformacji XE "transformacja"  od bakterii transformowanych pustym wektorem oraz wektorem zawierającym klonowany fragment DNA. Rysunek zmodyfikowany na podstawie Gajewski W. i Węgleński P. (patrz Piśmiennictwo)

· Wektor pBluescript XE "wektor plazmidowy: pBluescript"  (Rys. 7.9) także posiada dwa geny markerowe. Gen warunkujący oporność na ampicylinę pozwala na rozpoznanie komórek, które przyjęły wektor. Na wyselekcjonowanie kolonii bakteryjnych zawierających wektor z insertem pozwala obecność genu (-galaktozydazy, w obrębie którego znajduje się miejsce klonowania. W odpowiednich warunkach (-galaktozydaza katalizuje reakcję, której produkt nadaje koloniom bakteryjnym niebieską barwę. Wprowadzenie insertu niszczy ciągłość genu, nie powstaje wówczas (-galaktozydaza i kolonie bakteryjne są białe.
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Rys. 7.9 Wektor pBluescript XE "wektor plazmidowy: pBluescript"  II SK (+/–)

 f1 – fragment pochodzący z genomu faga f1, ColE1 ori – sekwencja odpowiedzialna za inicjację replikacji,  Ampicillin – gen kodujący β-laktamazę nadającą oporność na ampicylinę, lacZ – 5’ końcowy fragment genu lacZ kodujący N-końcowy fragment β-galaktozydazy, MCS – polilinker

· Wektor pCR4-TOPO XE "wektor plazmidowy: pCR4-TOPO"  (firma Invitrogen) jest przygotowany w formie liniowej z pojedynczymi resztami tymidyny (T) przy każdym 3’ końcu nici DNA. Połączenie zasad A występujących w produkcie reakcji PCR XE "PCR"  i zasad T plazmidowego DNA pozwala na specyficzną ligację produktu PCR oraz wektora. Ligacja zachodzi przy udziale topoizomerazy I, która przyłącza się do podwójnej nici DNA w specyficznych miejscach oraz hydrolizuje wiązanie fosfodiestrowe za sekwencją 5’-CCCTT w pojedynczej nici DNA. Polimeraza XE "polimeraza"  Taq posiada aktywność terminalnej transferazy, czyli przyłączania pojedynczych reszt adeniny (A) do każdego końca amplifikowanego produktu podczas reakcji PCR.

7.4.2. Ligacja XE "kwasy nukleinowe: ligacja " 

Ligacja XE "ligacja"  to łączenie fragmentów DNA wiązaniami kowalencyjnymi. W reakcji ligacji powstaje wiązanie fosfodiestrowe pomiędzy  grupą hydroksylową przy węglu 3’ jednego nukleotydu a resztą fosforanową przy węglu 5’ innego nukleotydu. Z ligacją łączy się pojęcie rekombinowanego DNA XE "rekombinowany DNA" , czyli cząsteczki, która powstała przez połączenie fragmentów DNA pochodzących z różnych źródeł. Do łączenia fragmentów DNA w reakcji ligacji stosuje się enzym ligazę T4 XE "ligaza T4"  DNA (pochodzącą z bakteriofaga T4 XE "bakteriofag T4" ). Ligacja jest jedną z reakcji wykorzystywanych do klonowania DNA.

Postępowanie

Wykonanie doświadczenia zgodnie z załączonym protokołem.

Materiały i odczynniki

· gotowy zestaw

7.4.2.1. Przygotowanie komórek kompetentnych metodą Inoue

Inoue H, Nojima H, Okayama H. (1990) Gene 96, 23–28.

Postępowanie

1.
Pobrać pojedynczą kolonię bakteryjną z płytki inkubowanej przez 16–20 godz. w temp. 37(C i zawiesić w 25 ml pożywki LB. Inkubować przez 6–8 godz. w temp. 37(C, wytrząsając hodowlę przy 250 rpm.

2.
Do 3 kolb stożkowych zawierających po 25 ml pożywki SOB dodać odpowiednio po 1 ml, 0,4 ml oraz 0,2 ml hodowli i inkubować przez noc w temp. 18–22(C z umiarkowanym wytrząsaniem.

3.
Kontynuować hodowlę do uzyskania absorbancji A660 = 0,55 (l=1 cm) w jednej z kolb. Przenieść hodowlę na lód i inkubować 10 minut.

4.
Zawiesinę bakterii odwirować przy 2 500g przez 10 minut w temp. 4(C.

5.
Odrzucić supernantant i delikatnie zawiesić komórki w 8 ml zimnego buforu Inoue.

6.
Odwirować przy 2 500g przez 10 minut w temp. 4(C.

7.
Odrzucić supernatant i delikatnie zawiesić komórki w 2 ml zimnego buforu Inoue.

8.
Dodać 0,15 ml roztworu DMSO i delikatnie zamieszać. Inkubować na lodzie przez 10 minut.

9.
Bardzo szybko odpipetować po 100 (l zawiesiny komórek do zimnych probówek Eppendorfa i natychmiast przenieść probówki do ciekłego azotu. Tak przygotowane komórki kompetentne XE "komórki kompetentne"  przechowywać w temp. –70 do –80(C.

Materiały i odczynniki

· pożywka LB XE "pożywka LB" : 10 g tryptonu, 5 g ekstraktu drożdżowego, 10 g NaCl; uzupełnić wodą do 1 litra; autoklawować
· pożywka SOB XE "pożywka SOB" : 20 g tryptonu, 5 g ekstraktu drożdżowego, 0,5 g NaCl; dodać 10 ml 250 mM roztworu KCl (1,86 g KCl rozpuścić w 100 ml wody); doprowadzić do pH 7,0 za pomocą 5 M NaOH (~0,2 ml); uzupełnić wodą do 1 litra; autoklawować; bezpośrednio przed użyciem dodać do 1 litra pożywki 5 ml sterylnego roztworu 1 M MgCl2 (19 g MgCl2 rozpuścić w 90 ml wody, a następnie uzupełnić wodą do 100 ml; autoklawować)
· pożywka SOC XE "pożywka SOC"  (jest to pożywka SOB z dodatkiem 20 mM glukozy): do uprzednio przygotowanej pożywki SOB (1 litr) dodać 20 ml sterylnego rotworu 1 M glukozy (rozpuścić 18 g glukozy w 90 ml wody, a po rozpuszczeniu uzupełnić do 100 ml; sterylizować za pomocą filtracji przez filtr 0,22 (m)

· 0,5 M bufor PIPES o pH 6,7: rozpuścić 15,1 g PIPES (kwas piperazyno-1,2-di[etanosiarkowy]) w 80 ml wody; doprowadzić do pH 6,7 za pomocą 5 M KOH i uzupełnić wodą do 100 ml; sterylizować poprzez filtrację przez filtr 0,45 (m; przechowywać w temp. –20(C

· bufor Inoue: rozpuścić w 80 ml wody składniki podane poniżej w tabeli i uzupełnić wodą do 100 ml; uzyskany roztwór sterylizować poprzez filtrację przez filtr 0,45 (m; przed użyciem bufor oziębić na lodzie; przechowywać w temp. –20(C.

	składnik
	ilość na 100 ml
	końcowe stężenie

	MnCl24 H2O
	1,09 g
	55 mM

	CaCl22 H2O
	0,22 g
	15 mM

	KCl
	1,86 g
	250 mM

	0,5 M PIPES o pH 6,7
	2 ml
	10 mM


7.4.2.2. Transformacja XE "transformacja"  – wprowadzenie DNA plazmidowego do bakterii E. coli XE "kwasy nukleinowe: transformacja " 
Zasada metody


Większość komórek bakteryjnych nie jest zdolna do przyjmowania obcego DNA do wnętrza komórki. Aby to było możliwe, błonę bakteryjną należy odpowiednio zmodyfikować. Stosuje się dwie podstawowe metody: transformację typu heat shock i elektroporację XE "elektroporacja" . Pierwsza metoda polega na chemicznym traktowaniu komórek bakteryjnych za pomocą jonów na lodzie, a następnie krótkiej inkubacji w temperaturze 42(C. Druga metoda polega na traktowaniu bakterii ładunkiem elektrycznym. Obydwie metody prowadzą do destabilizacji błony bakteryjnej, co pozwala na wnikanie obcego DNA do wnętrza komórki.

Postępowanie

1.
Rozmrozić komórki kompetentne XE "komórki kompetentne"  E. coli na lodzie (ok. 10 minut).

2.
Dodać 2 (l mieszaniny ligacyjnej do 100 (l zawiesiny komórek kompetentnych i delikatne wymieszać.

3.
Inkubować na lodzie przez 15–30 minut.

4.
Ogrzać próby w temp. 42(C (łaźnia wodna) przez 30 s.

5.
Inkubować na lodzie przez 2 minuty.

6.
Dodać 250 (l pożywki SOC.

7.
Wytrząsać przez 30–60 minut w temp. 37(C przy 220 rpm.

8.
Wysiać po 50 (l i 300 (l zawiesiny komórek po transformacji na dwie sterylne płytki Petriego z LB agarem (10 g tryptonu, 5 g ekstraktu drożdżowego, 10 g NaCl, 15 g agaru; uzupełnić wodą do 1 litra; autoklawować) i ampicyliną (końcowe stężenie ampicyliny 100 (g/ml).
9.
Inkubować przez noc w temp. 37(C.

Materiały i odczynniki
7.4.2.3. Izolacja DNA plazmidowego z bakterii E. coli (zestaw firmy Macherey-Nagel) XE "kwasy nukleinowe: izolacja DNA " 
Zasada metody


Zasada izolacji DNA plazmidowego z wykorzystaniem gotowego zestawu firmy Macherey-Nagel jest podobna jak w metodzie izolacji DNA plazmidowego za pomocą lizy alkalicznej (rozdział 6.3.2). W odróżnieniu od metody lizy alkalicznej, w tej metodzie DNA plazmidowy jest wiązany do odpowiedniego złoża znajdującego się w kolumience. Zestaw firmy Macherey-Nagel pozwala na oczyszczanie do 40 (g plazmidowego DNA z 1–8 ml hodowli. Typowa hodowla bakterii w pożywce LB o objętości 2–5 ml pozwala na uzyskanie 5–6 (g DNA/ml hodowli.

Postępowanie

1.
Hodowlę bakterii (warunki hodowli: 37(C, wytrząsanie przy 220 rpm, 16 godz.) odwirować przez 1 minutę przy 12 000 rpm, a uzyskany osad zawiesić w 250 (l buforu A1.

2.
Dodać 250 (l buforu A2, delikatnie wymieszać przez odwracanie probówki.

3.
Dodać 300 (l buforu A3, delikatnie wymieszać przez odwracanie probówki.

4.
Odwirować przez 10 minut przy 12 000 rpm.

5.
Włożyć kolumienkę do probówki o objętości 2 ml i nanieść na nią supernatant po odwirowaniu prób.

6.
Odwirować przez 1 minutę przy 12 000 rpm.

7.
Odrzucić przesącz i włożyć kolumienkę do tej samej probówki o objętości 2 ml.

8.
Do kolumienki dodać 600 (l buforu A4 i odwirować przez 1 minutę przy 12 000 rpm.

9.
Odrzucić przesącz i powtórzyć wirowanie.

10.
Włożyć kolumienkę do czystej probówki Eppendorfa o objętości 1,5 ml. Do kolumienki dodać 50 (l sterylnej wody destylowanej, inkubować w temperaturze pokojowej przez 1 minutę.

11.
Odwirować przez 1 minutę przy 12 000 rpm.

12.
Zachować przesącz z kolumienki do analizy (zawiera on plazmidowy DNA).

Materiały i odczynniki

· instrukcja firmy Macherey-Nagel z opisem odczynników w załączeniu

· bufor A1 (przed pierwszym użyciem dodać RNazę A do buforu; po dodaniu RNazy przechowywać w temp. 4°C)

· bufor A2 (przechowywać w temp. pokojowej)

· bufor A3 (przechowywać w temp. pokojowej)

· bufor A4 (przed pierwszym użyciem dodać 96% etanol według instrukcji; przechowywać w temp. pokojowej)

W opracowaniu rozdziału Techniki biologii molekularnej korzystano z następujących źródeł:

Gajewski W., Węgleński P. Inżynieria genetyczna. Państwowy Instytut Wydawnictw Naukowych, Warszawa 1980.

Kłyszejko-Stefanowicz L. Ćwiczenia z biochemii. Praca zbiorowa. Państwowe Wydawnictwo Naukowe, Warszawa 1999.

Sambrook J., Russel, D.W. Molecular Cloning. A laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York. Third Edition 2001.

Stryer L. Biochemia. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2003.

Węgleński P. Genetyka molekularna. Praca zbiorowa. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2002.

Protokoły dołączone do gotowych zestawów laboratoryjnych.  XE "kwasy nukleinowe" \r "kwasynukleinowe" 

 XE "techniki biologii molekularnej" \r "technikibiolmol" 
8. Lipidy


Lipidy to wyjątkowo różnorodna grupa związków organicznych trudna do jednolitego zdefiniowania pod względem chemicznym. Są to związki powszechnie występujące w organizmach żywych, nierozpuszczalne lub bardzo słabo rozpuszczalne w wodzie, a dobrze rozpuszczające się w rozpuszczalnikach organicznych. Szczegółowy ich opis łącznie z podziałem na 16 klas tych związków i ich bliższa charakterystyka znajduje się w skrypcie do ćwiczeń pt. „Molekularna organizacja komórki. II. Lipidy, liposomy XE "liposomy"  i błony biologiczne” pod redakcją: A. Kozubek, A.F. Sikorski, Jan Szopa. Wyd. Uniwersytet Wrocławski. 1993r.

Zasadniczo lipidy pełnią funkcje jako:

Materiał zapasowy – utlenianie 1 grama lipidu dostarcza organizmowi 9 kilokalorii, czyli, około 37 kJ energii, podczas gdy utlenienie innego materiału zapasowego organizmu, a mianowicie glikogenu, tylko 4 kcal. Glikogen występuje w organizmie w postaci silnie uwodnionej (około 65% masy glikogenu stanowi woda), w rzeczywistości więc 1 gram lipidu dostarcza organizmowi nieomal 7więcej energii niż 1 gram glikogenu. Tłuszcz jest deponowany w cytoplazmie komórek tłuszczowych we wszystkich tkankach, jest więc rozproszony, w przeciwieństwie do glikogenu, który jest magazynowany w wątrobie.

Składniki błon biologicznych – w ich budowie uczestniczą przede wszystkim fosfolipidy XE "fosfolipidy" , glikolipidy XE "glikolipidy"  i cholesterol XE "cholesterol" .

Substancje o aktywności biologicznej – hormony XE "hormony"  kory nadnerczy (kortyzol aldosteron), hormony płciowe (testosteron, estradiol), witaminy (A, E, K, D), prostaglandyny.

Materiał ochronny – na zewnętrznych powierzchniach roślin i zwierząt, składniki ochronne ścian komórkowych wielu bakterii i komórek roślinnych.


Spośród wszystkich klas lipidów najbardziej rozpowszechnione są triacyloglicerole (tłuszcze proste, tłuszcze właściwe, tłuszcze obojętne, acyloglicerydy).

Triacyloglicerole (nazywane zwyczajowo trójglicerydami) są estrami alkoholu glicerolu i kwasów tłuszczowych o przykładowym wzorze:
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Rys. 8.1 Wzór 1,2-distearoilo-3-oleilo-glicerolu


Spośród kwasów tłuszczowych, jako składnik triacylogliceroli najczęściej występują kwasy tłuszczowe XE "kwasy tłuszczowe"  z szesnasto- i osiemnastowęglowym łańcuchem, czyli odpowiednio kwas palmitynowy i stearynowy oraz jego nienasycone XE "kwasy tłuszczowe: nienasycone"  analogi - kwas oleinowy, linolowy i linolenowy (Tab. 8.1).

Biorąc pod uwagę liczbę atomów węgla w cząsteczce kwasu tłuszczowego, liczbę i położenie wiązań podwójnych, łańcuch prosty lub rozgałęziony, obecność innych podstawników (grupy hydroksylowe, ketonowe, epoksydowe) oraz różne kombinacje tych cech łatwo zauważyć, że ilość możliwych rodzajów kwasów tłuszczowych jest olbrzymia.

Kwasy tłuszczowe pochodzenia naturalnego mają z reguły parzystą liczbę atomów węgla. 

W organizmach żywych kwasy tłuszczowe XE "kwasy tłuszczowe"  nie występują w stanie wolnym. 

Uwaga! W kwasach tłuszczowych atomy węgla numerujemy od strony grupy karboksylowej. Tak, więc zapis kwas 6, 9, 12 oktadekatrienowy wskazuje, że położenie podwójnego wiązania znajduję się między 6 i 7, 9 i 10, 12 i 13 atomem węgla licząc jako pierwszy węgiel grupy karboksylowej.


Kwasy tłuszczowe nasycone XE "kwasy tłuszczowe: nasycone"  w temperaturze pokojowej są ciałami stałymi, a kwasy nienasycone XE "kwasy tłuszczowe: nienasycone"  w tych warunkach są w stanie płynnym. Cecha ta jest przenoszona na triacyloglicerole. Tak więc tłuszcze roślinne (oleje) są z reguły płynne gdyż w składzie ich triacylogliceroli większy jest procentowy udział jedno- i wielonienasyconych kwasów tłuszczowych, niż w tłuszczach zwierzęcych (Tab. 8.2). Zarówno w materiałach roślinnych jak i zwierzęcych przynajmniej jeden z kwasów tłuszczowych w triacyloglicerolu jest prawie zawsze nienasycony. Triacyloglicerol, w składzie którego wszystkie kwasy tłuszczowe XE "kwasy tłuszczowe"  są nasycone np. tristearoiloglicerol nie jest w temp. pokojowej ciałem mazistym tak jak tłuszcze zwierzęce, ale ciałem stałym w dotyku przypominającym talk lub wysuszone mydło.

Tab. 8.1 Najczęściej występujące kwasy tłuszczowe XE "kwasy tłuszczowe" 
	symbol
	nazwa

zwyczajowa
	nazwa

sytematyczna
	wzór
	temp.

topnienia

[°C]

	12:0
	laurynowy
	dodekanowy
	CH3(CH2)10COOH
	44,2

	14:0
	mirystynowy
	tetradekanowy
	CH3(CH2)12COOH
	52

	16:0
	palmitynowy
	heksadekanowy
	CH3(CH2)14COOH
	63,1

	18:0
	stearynowy
	iktadekanowy
	CH3(CH2)16COOH
	69,6

	20:0
	arachidowy
	eikozanowy
	CH3(CH2)18COOH
	75,4

	22:0
	behenowy
	dokozanowy
	CH3(CH2)20COOH
	81

	24:0
	ligocerynowy
	tetrakozanowy
	CH3(CH2)22COOH
	84,2

	16:1
	palmitoolejowy
	9-heksadekenowy
	CH3(CH2)5CH=CH(CH2)7COOH
	–0,5

	18:1
	oleinowy
	9-oktadekenowy
	CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH
	–13,4

	18:2
	linolowy
	9,12-oktadekadienowy
	CH3(CH2)4(CH=CHCH2)2(CH2)6COOH
	–9

	18:3
	α-linolenowy
	9,12,15-oktadekatrienowy
	CH3CH2(CH=CHCH2)3(CH2)6COOH
	–17

	18:3
	δ-linolenowy
	6,9,12-oktadekatrienowy
	CH3(CH2)4(CH=CHCH2)3(CH2)3COOH
	–

	20:4
	arachidonowy
	5,8,11,14-eikozatetraenowy
	CH3(CH2)4(CH=CHCH2)4(CH2)2COOH
	–49,5

	22:1
	erukowy
	13-dokozenowy
	CH3(CH2)7CH=CH(CH2)11COOH
	34,7


Tab. 8.2 Charakterystyka niektórych tłuszczów spożywczych

	rodzaj tłuszczu
	zawartość

oleju

w nasionach

[%]
	kwasy

tłuszczowe

nasycone

[%]
	oleinowy

18:1
	linolowy

18:2
	linolenowy

18:3
	erukowy

22:1

	rzepakowy
	30–50
	do 3
	20–40
	11–15
	1–4
	40–60

	lniany
	25–45
	8–12
	2–20
	22–60
	17–50
	–

	słonecznikowy
	40–56
	5–10
	33–42
	52–60
	–
	–

	arachidowy
	40–51
	13–22
	52–82
	7–25
	–
	–

	sojowy
	15–26
	12–15
	25–35
	50–60
	2–6
	–

	olej z oliwek
	do 58
	9–20
	69–87
	4–23
	–
	–

	smalec wieprzowy
	–
	34–53
	41–60
	1–13
	–
	–


8.1. Charakterystyka niektórych olejów roślinnych

Olej rzepakowy – jego wyróżnikiem jest wysoka zawartość kwasu erukowego, który jest szkodliwy w żywieniu, dlatego od wielu lat prowadzi się intensywne badania nad odmianami o niskiej zawartości tego związku. Olej rzepakowy konsumpcyjny pochodzi z odmian o niskiej zawartości kwasu erukowego (zawiera około 2% kwasu erukowego – podczas gdy normalny olej rzepakowy zawiera tego kwasu 40–60%). Kwas erukowy jest szczególnie szkodliwy dla dzieci i może być przyczyną uszkodzenia mięśnia sercowego.

Olej lniany – jest wyjątkowy pod względem zawartości trójnienasyconego kwasu tłuszczowego (kwasu linolenowego). Nadzwyczaj cenny w żywieniu i rzadko spotykany w handlu jako olej spożywczy gdyż wysoka zawartość tego kwasu sprawia, że bardzo szybko podlega procesom degradacji. Olej lniany należy do tzw. olejów schnących. Rozprowadzony cienką warstwą, przy udziale tlenu powietrza „wysycha” tworząc na powierzchni elastyczną twardą i odporną na wpływy atmosferyczne błonę. Ta cecha sprawia, że od dawna jest stosowany do produkcji farb olejnych oraz zabezpieczania drewna przed gniciem i wpływami atmosferycznymi. Wysychanie oleju lnianego można przyspieszyć niektórymi dodatkami i w tej postaci występuje w handlu pod nazwą pokostu lnianego.

Olej z nasion wiesiołka lub ogórecznika lekarskiego – w odróżnieniu od olejów spożywczych zawieraja około 10% kwasu gammalinolenowego (GLA XE "GLA" ). Kwas ten jest niezbędny w organizmie dla syntezy jednej z serii prostaglandyn. Ze względu na właściwości lecznicze znalazł zastosowanie jako lek wspomagający, stosowany w przypadkach egzemy atopowej, syndromie przedmenstruacyjnym, syndromie suchości oczu i śluzówek, przy artretyzmie, dla zmniejszenia poziomu cholesterolu we krwi i przy schorzeniach skóry.


Do olejów spożywczych używanych na szerszą skalę należy jeszcze olej sezamowy, palmowy oraz bawełniany. Poza użyciem do bezpośredniej konsumpcji, oleje spożywcze służą do wyrobu margaryn, a także do celów technicznych (przede wszystkim do wyrobu mydła).

8.2. Ekstrakcja lipidów XE "lipidy:ekstrakcja" 

Dla rozpuszczalności tłuszczu w rozpuszczalniku organicznym zasadnicze znaczenie ma stopień polarności lipidu.

Generalnie lipidy apolarne (karotenoidy, estry steroli, sterole, woski, triacyloglicerole) lepiej rozpuszczają się w rozpuszczalnikach o małej polarności (chloroform, heksan, benzen) a lipidy bardziej polarne (kwasy tłuszczowe XE "kwasy tłuszczowe" , lipidy fenolowe XE "lipidy: fenolowe" ) w acetonie, eterze etylowym, octanie etylu, alkoholu propylowym, acetonitrylu.

Związki zawierające silnie polarną grupę i długie hydrofobowe łańcuchy np. fosfolipidy XE "fosfolipidy"  źle się rozpuszczają w pojedynczych rozpuszczalnikach:

· niepolarnych ze względu na silnie polarną grupę np. fosforanową

· polarnych, ze względu na długie hydrofobowe łańcuchy boczne np. kwasów tłuszczowych

Tego typu związki najlepiej rozpuszczają się w mieszaninach rozpuszczalników polarnych z niepolarnymi np. heksanu z alkoholem propylowym lub chloroformu z metanolem.

Ekstrakcja lipidów z materiałów suchych – takich jak nasiona roślin, nastręcza mniej kłopotów i wymaga mniejszej objętości rozpuszczalników niż ekstrakcja z materiałów zawierających wodę np. części zielone roślin, tkanki i narządy zwierzęce. Ekstrakcję tę można prowadzić pojedynczym rozpuszczalnikiem, co umożliwia pewną jej wybiórczość w stosunku do niektórych klas lipidów.

Ekstrakcja z materiałów zawierających wodę – rozpuszczalnikami mieszającymi się z wodą (metanol, alkohol etylowy, aceton) ma sens tylko wówczas jeśli użyjemy dużego nadmiaru rozpuszczalnika (co najmniej dwudziestokrotnego) w stosunku do objętości próby, a to dlatego, że nawet niewielki procent wody drastycznie zmniejsza rozpuszczalność lipidów. W tym wypadku ekstrakcję najlepiej przeprowadzić układem mieszających się w dowolnym stosunku rozpuszczalników np. chloroform : metanol, heksan : izopropanol. Obecność wody w próbie, sprawia, że mieszanina ta rozwarstwia się tworząc po ekstrakcji dwie fazy: metanolowo–wodną i chloroformowo–metanolową (lub izopropanol : woda i heksan : propanol). Po ekstrakcji tymi mieszaninami często tworzy się emulsja, aby przyspieszyć utworzenie się dwóch faz, ekstrakt należy odwirować.

Zaletą stosowania tego rodzaju mieszanin do ekstrakcji, jest to, że do fazy zawierającej wodę przechodzi cały szereg związków, które nie są lipidami a rozpuszczają się w rozpuszczalnikach organicznych. Uzyskany ekstrakt można powtórnie wytrząsać z wodą usuwając z niego zanieczyszczenia.

Mieszaniny typu: polarny rozpuszczalnik z niepolarnym rozpuszczalnikiem charakteryzują się tym, że dobrze rozpuszczają wiele lipidów i w tym sensie ekstrakcja jest najpełniejsza.

Można nimi ekstrahować także materiały suche. Jeśli to konieczne, dla lepszego oczyszczenia uzyskanego ekstraktu można dodać do niego wodę. Z reguły stosuje się mieszaniny o proporcjach polarnego rozpuszczalnika do niepolarnego jak 1:1, 1:2, 2:1.

Tab. 8.3 Charakterystyka najczęściej używanych rozpuszczalników

	nazwa

rozpuszczalnika
	ciężar

właściwy

w 15ºC
	temp.

wrzenia
	mieszalność

z wodą
	uwagi

	aceton
	0,79
	56,2
	nieograniczona
	palny

	etanol
	0,79
	78,3
	nieograniczona
	palny

	metanol
	0,796
	64,6
	nieograniczona
	palny,silnie trujący

	propanol
	0,80
	97,2
	nieograniczona
	palny

	izopropanol
	0,79
	82,0
	nieograniczona
	palny

	chloroform
	1,5
	61,2
	nie miesza się
	palny, narkotyczny, toksyczny

	tetrachlorometan
	1,58
	76,7
	nie miesza się
	niepalny,trujący

	eter etylowy
	0,72
	34,6
	w 100ml wody rozpuszcza się ok. 8ml eteru
	palny, wybuchowy, narkotyczny

	octan etylu
	0,89
	77,1
	jak wyżej
	palny, narkotyczny

	heksan
	0,69
	68,5
	nie miesza się
	palny

	pentan
	0,62
	36,0
	nie miesza się
	palny

	acetonityl
	0,78
	81,6
	nieograniczona
	palny, trujący


Uwagi do Tabeli 8.3:

Chloroform – pod wpływem tlenu z powietrza oraz światła rozkłada się m.in. na fosgen (silnie trujący gaz) i kwas solny. Chloroform znajdujący się w handlu zawiera 1% bezwodnego alkoholu etylowego, który silnie spowalnia proces rozkładu.

Eter etylowy – najczęściej korzysta się z eteru kupowanego w aptekach (eter pro narcosi). Jest to eter pozbawiony silnie trujących i reaktywnych nadtlenków. Podobnie jak chloroform, pod wpływem tlenu z powietrza i na świetle ulega rozkładowi na aldehyd i kwas octowy oraz tworzą się nadtlenki.

Heksan, pentan są materiałami łatwo palnymi. Dla przypomnienia: benzyna jest mieszaniną węglowodorów o ilości atomów węgla od 5 do 9. Tak więc pentan i heksan (C5 i C6) są jej najbardziej lotnymi i palnymi składnikami.

Etanol, metanol, aceton są rozpuszczalnikami, które nie denaturują wielu białek, szczególnie tych o małej masie cząsteczkowej. Obok typowego zastosowania tj. do ekstrakcji lipidów, często stosujemy je do odtłuszczania materiału biologicznego, z którego dopiero po odtłuszczeniu można wydajnie ekstrahować białka. Po odparowaniu rozpuszczalnika taki odtłuszczony i pozbawiony wody materiał (tzw. proszek acetonowy) można długo przechowywać bez obawy o utratę np. aktywności enzymatycznej.

8.3. Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) XE "chromatografia: cienkowarstwowa (TLC)" 

Chromatografia ta wykonywana jest na płytkach wykonanych z folii aluminiowej, plastykowej lub ze szkła, powleczonych cienką warstwą nośnika (płytki analityczne – grubość nośnika do 0,2 mm, płytki preparatywne około 2 mm). Nośnikiem jest drobno sproszkowany (średnica ziaren 5–20 (m) tlenek glinu, poliamid, celuloza XE "celuloza"  lub dwutlenek krzemu (żel XE "żel: krzemionkowy"  krzemionkowy).

Płytki pokryte wymienionymi powyżej nośnikami są powszechnie dostępne w handlu. Ze względu na wyjątkową uniwersalność najczęściej używane są płytki pokryte żelem krzemionkowym.

Nośniki są tak przygotowane w toku produkcji, aby miały jak największą ilość wewnętrznych por i kanalików, co zwiększa powierzchnię sorpcyjną 1 g żelu od 50 do 300 m2, a przy tym średnica kanalików wewnętrznych może być standaryzowana. Oznaczanie np. – „żel krzemionkowy 60” – oznacza, że przeciętna średnica kanalików wynosi 6 nm.

Podłoże, na którym jest naniesiony nośnik nie ma żadnego wpływu na rozdział, ale należy je dobierać w zależności od przewidywanego sposobu uwidocznienia rozdzielonych związków. Podłoże z plastyku nie może być ogrzewane w temp. 120ºC, a podłoże z folii aluminiowej nie może być spryskiwane wywołaczami zawierającymi stężone kwasy lub zasady.

Chromatografia na żelu krzemionkowym jest najczęściej chromatografią typu ciecz – ciało stałe. Rozdział następuje pomiędzy ciekłą fazą ruchomą (układem rozwijającym), a stałą fazą stacjonarną, na której adsorbują się cząsteczki rozdzielanych związków.

Cząsteczki rozpuszczalnika konkurują z cząsteczkami substancji rozdzielanych o aktywne miejsce na powierzchni adsorbenta w wyniku czego ustala się równowaga:
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Warto tu zauważyć, że szybkość ustalenia się tej równowagi w odniesieniu do całej powierzchni ziarna adsorbenta zależy od jego wielkości, a więc czasu jaki jest potrzebny aby rozdzielany związek „wdyfundował” i „wydyfundował” z systemu wewnętrznych kanalików. Im mniejsze ziarna nośnika tym krótszy jest ten czas i tym lepszy rozdział.

Żel krzemionkowy jak i tlenek glinu są adsorbentami polarnymi. Im bardziej polarny jest rozdzielany związek tym większe powinowactwo do powierzchni adsorbenta. Duże powinowactwo wykazują również związki posiadające grupy zdolne do tworzenia wiązań wodorowych.

W przypadku związków aromatycznych i związków o dużej masie cząsteczkowej – czyli łatwo polaryzujących się, mechanizm polega na oddziaływaniu indukowanych dipoli z powierzchnią adsorbenta.


Prześledźmy zachowania się w czasie chromatografii dwóch związków: np. fosfolipidu (polarny) i estru cholesterolu (mało polarny), w dwóch rozpuszczalnikach – chloroformie (mało polarny) oraz izopropanolu (polarny). Jeśli chromatogram XE "chromatogram"  rozwijamy chloroformem, który ma słabe powinowactwo do nośnika nie będzie on przenosił fosfolipidów, ale estry cholesterolu będą przenoszone wraz z rozpuszczalnikiem, gdyż ich powinowactwo do powierzchni adsorbenta jest jeszcze mniejsze niż chloroformu. Rozwijając chromatogram w izopropanolu zauważymy, że obydwa związki są przenoszone. Estry cholesterolu wędrują z czołem rozpuszczalnika, a fosfolipidy XE "fosfolipidy"  ze względu na silniejszą polarność zdecydowanie wolniej. Oczywiście, w wielu przypadkach mechanizm jest o wiele bardziej skomplikowany, ale podany tu schemat doskonale ułatwia przewidywanie i planowanie rozdziałów. Dodatkowo taki obraz rozdziału jest podany na Rys. 8.2.


Pod względem powinowactwa do powierzchni adsorbenta grupy funkcyjne można uszeregować następująco:

–CH=CH<–OCH3<–COOR<–C=O<–CHO<–SH<–NH​2<–OH<–COOH

Rozpuszczalniki pod względem siły eluowania są zestawione w tak zwany szereg eluotropowy. Stwierdzono, że siła elucyjna rozpuszczalnika jest proporcjonalna do jego stałej dielektrycznej.

8.3.1. Detekcja lipidów w chromatografii cienkowarstwowej


Istnieje olbrzymia ilość różnorodnych przepisów na wykazywanie w chromatogramach różnych związków, różnych grup związków, różnych grup funkcyjnych lub też wysoce specyficznych dla pojedynczego składnika.

Te związki, które mają właściwości fluorescencyjne (ewentualnie po spryskaniu fluoresceiną lub rodaminą) można ujawniać pod lampą UV. Płytki znajdujące się w handlu z reguły są produkowane w dwóch wariantach bez i ze wskaźnikiem fluorescencyjnym. Pod lampą UV w tym przypadku na fluoryzującym tle widać ciemne plamy tych związków, które pochłaniają w UV.

Jedną z najbardziej uniwersalnych (ujawniających wszystkie związki organiczne) metod „wywoływania” chromatogramu jest spryskiwanie płytki stężonym kwasem siarkowym (VI) lub kwasem siarkowym (VI) z dichromianem potasu i ogrzewanie w temp. 180–220ºC. W tych warunkach dochodzi do zwęglenia związków organicznych (czarne plamy na białym tle).

Inną uniwersalną metodą jest wywoływanie parami jodu (do komory, na dnie której znajduje się kilka kryształków jodu, wkładamy suchy chromatogram XE "chromatogram"  i przykrywamy komorę). Jod adsorbuje się na całej powierzchni płytki, ale znacznie szybciej na związkach organicznych, w efekcie po kilkunastu minutach na żółtym tle pojawiają się brązowe plamy rozdzielanych związków. Po wyciągnięciu chromatogramu z komory należy zaznaczyć np. poprzez obrysowanie, lokalizację poszczególnych plam, gdyż jod stosunkowo szybko odsublimowuje z powierzchni. Taką płytkę można powtórnie wywołać w inny sposób.

Wywołanie parami jodu jest jedną z nieniszczących metod ujawniania związków. Wadą tej metody jest jej niska czułość.

Ze względu na prostotę i dobrą czułość, do wywoływania lipidów najczęściej stosuje się wywoływanie kwasem fosforomolibdenowym (5–10% etanolowy roztwór kwasu fosforomolibdenowego – spryskać płytkę i ogrzewać w 105–129ºC przez 5–20 minut). Plamy rozdzielanych związków mają ciemnoniebieski lub szary kolor na żółtym tle. Reakcję tę wykazują też związki organiczne, które ulegają redukcji pod wpływem tlenu kwasu fosfomolibdenowego. Nasycone kwasy tłuszczowe XE "kwasy tłuszczowe: nienasycone"  nie wybarwiają się w tej metodzie.

Tab. 8.4 Stałe dielektryczne rozpuszczalników

	rozpuszczalnik
	stała dielektryczna

( [w temp. 20 ºC]

	pentan
	1,84

	heksan
	1,89

	tetrachlorek węgla
	2,24

	eter dietylowy
	4,24

	chloroform
	4,81

	octan etylu
	6,1

	kwas octowy
	6,15

	izopropanol
	19,0

	propanol
	20,8

	aceton
	21,2

	etanol
	25,1

	metanol
	33,6

	acetonitryl
	38,8

	woda
	80,4
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Rys. 8.2 Przybliżony schemat rozdziału tego samego ekstraktu z materiału roślinnego na żelu krzemionkowym rozwijanego w dwóch różnych układach

A – układ polarny (chloroform : aceton : metanol : kwas octowy : woda w stosunku 50:20:10:10:5), B – układ niepolarny (chloroform : aceton w stosunku 95:5)
8.3.2. Identyfikacja rozdzielanych związków


Regułą jest, że na jednym chromatogramie rozdzielamy związki należące do tej samej grupy (np. lipidy, cukry, garbniki, alkaloidy). Identyfikacja polega w tym wypadku na określeniu np. jakie cukry znajdują się na chromatogramie. Możemy tego dokonać poprzez:

1.
Oznaczenie Rf XE "Rf"  czyli stosunku odległości na jakiej znajduje się dany związek od miejsca startu, do odległości między startem a czołem rozpuszczalnika. Oczywiście wartość Rf musimy znać lub też ją wyznaczyć. Ponieważ Rf zależy od wielu czynników, to jego powtarzalność jest niska, dlatego w chromatografii cienkowarstwowej w tej chwili jest rzadko używany.

2.
Porównanie ze standardami. W handlu znajduje się dziś olbrzymia ilość wzorców różnych substancji. Rozwijając chromatogram XE "chromatogram" , obok rozdzielanych związków jedną „ścieżkę” (najczęściej w środku chromatogramu) przeznaczamy dla standardu, a następnie identyfikujemy rozdzielone lipidy poprzez porównanie ich położenia na płytce TLC względem znanych standardów. 

Oczywiście jeśli dysponujemy jakimś specyficznym wywoływaczem dla danego związku, do identyfikacji nie jest nam potrzebny standard czy znajomość Rf XE "Rf" .

8.4. Ekstrakcja i analiza lipidów z materiału biologicznego

8.4.1. Ekstrakcja surowych lipidów z jaja

Postępowanie

1.
Oddzielić dokładnie żółtko od białka i odważyć 1 g żółtka w niewielkiej kolbie stożkowej (materiał pobrać pipetą pasterowską z szerokim wypływem).

2.
Do próbki dodać 4 ml metanolu i dokładnie wymieszać. Następnie dodać 8 ml chloroformu i wytrząsać przez 15 minut na wytrząsarce.

3.
Ekstrakt przesączyć przez bibułę.

4.
Klarowny przesącz zachować do badań w szczelnie zamkniętej probówce.

Materiały i odczynniki

· jajo kurze

· chloroform

· metanol

· bibuła filtracyjna

· lejek szklany

· kolba stożkowa

· pipety Pasteura

8.4.2. Izolacja i oczyszczanie lecytyny z żółtek jaj kurzych

Zasada metody


Żółtka jaj są wygodnym i bogatym źródłem lecytyny. Przeciętna masa żółtka jaja kurzego wynosi 16 g, z tego 50% stanowi sucha masa. Z kolei 65% suchej masy stanowią tłuszcze a 33% białka (Rys. 8.3).


W opisanej poniżej metodzie uzyskuje się z dobrą wydajnością lecytynę o czystości powyżej 95%. W pierwszym etapie ekstrahujemy żółtka acetonem. Aceton jest doskonałym rozpuszczalnikiem tłuszczów, ale bardzo źle rozpuszcza fosfolipidy XE "fosfolipidy" , i praktycznie nie rozpuszcza lecytyn, dzięki temu odsączając ekstrakt pozbywamy się nieomal całkowicie triacylogliceroli, barwników i witamin oraz znaczącej ilości cholesterolu. Pozostałość na sączku składa się głównie z białka oraz fosfolipidów, które wymywamy mieszaniną chloroformu z metanolem. Po zagęszczeniu tego ekstraktu dalsze oczyszczanie lecytyny prowadzimy na kolumnie z żelem krzemionkowym.
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Rys. 8.3 Skład procentowy lipidów z żółtka jaja kurzego

Postępowanie

Uwaga! Na każdym etapie preparacji pozostawić próbki do późniejszej analizy.

1.
Oddzielić dokładnie 2 żółtka od białek i umieścić je w 250 ml kolbie stożkowej.

2.
Kolbę stożkową umieścić na mieszadle mechanicznym i ciągle mieszając dodawać małymi porcjami 100 ml acetonu.

3.
Mieszać około 5 min i przesączyć pod próżnią przez sączek ze spiekiem lub sączek w lejku Büchnera.

4.
Osad na sączku przemywać małymi porcjami acetonu, aż do uzyskania zupełnie bezbarwnego przesączu. Bezbarwny przesącz uzyskuje się stosunkowo szybko jeśli osad ma formę drobnej kaszki, jeśli jest w postaci grud wymycie materiału balastowego trwa długo, a bezbarwny przesącz w tym przypadku może fałszować rzeczywisty obraz.

5.
Z zebranego z sączka białego osadu ekstrahować fosfolipidy XE "fosfolipidy"  trzykrotnie porcjami po 50 ml mieszaniny chloroformu z metanolem (1:1).

6.
Ekstrakty połączyć i jeszcze raz przesączyć.

7.
Odparować w rotacyjnej wyparce próżniowej dodając 50 ml izopropanolu i pod koniec odparowywania dodać powtórnie 50 ml izopropanolu (izopropanol zapobiega pienieniu, oraz ułatwia odparowanie wody).

8.
Odparowane fosfolipidy rozpuścić w jak najmniejszej objętości chloroformu i nanieść na zrównoważoną w chloroformie kolumnę z żelem krzemionkowym. Eluować chloroformem aż do wymycia barwnego materiału.

9.
Lecytynę eluować układem chloroform : metanol : amoniak (68:28:4), zbierając 10 ml frakcje.

10.
Zebrane frakcje pozostawić pod wyciągiem do odparowania.

11.
Czystość otrzymanej lecytyny określić w chromatografii cienkowarstwowej XE "TLC" .

Materiały i odczynniki

· 2 jaja kurze

· aceton cz.

· metanol cz.d.a.

· chloroform

· 25% amoniak

· kolba stożkowa

· sączek ze spiekiem G4, lub lejek Büchnera

· rotacyjna wyparka próżniowa

· kolumna szklana (20020 mm) wypełniona żelem krzemionkowym o średnicy ziaren 40–60 (m

· zestaw do chromatografii cienkowarstwowej (TLC)

8.4.3. Ekstrakcja lipidów z materiału roślinnego XE "lipidy:ekstrakcja" 
8.4.3.1. Ekstrakcja lipidów z liści rzodkiewki

Fisher W. Handbook of chromatography (Mangold H.K., red.) CRC Press, Boca Raton 1984, Vol. I, 555–587.

Postępowanie

1.
5 g podsuszonych, poszatkowanych liści rzodkiewki umieścić w rozdzielaczu, dodać 50 ml metanolu i wytrząsać kilka minut.

2.
Dodać 40 ml chloroformu i wymieszać przez obracanie.

3.
Dodać 20 ml metanolu i mieszać przez chwilę.

4.
Do całości dodać ok. 50 ml 0,9% NaCl i delikatnie wymieszać, następnie pozostawić do rozdzielenia faz.

5.
Zebrać fazę dolną do kolby.

6.
Do fazy górnej dodać 40 ml chloroformu i mieszać całość przez kilka minut, pozostawić do rozdzielenia faz.

7.
Zebrać fazę dolną i połączyć z zebraną poprzednio.

8.
Zagęścić otrzymany ekstrakt poprzez częściowe odparowanie rozpuszczalników.

9.
W komorach chromatograficznych umieścić układy rozwijające A oraz B.

10.
Przykryć komory płytką szklaną i pozostawić na ok. 30 minut. Równocześnie przygotować płytkę do chromatografii: 1 cm od brzegu zaznaczyć ołówkiem linię startową.

11.
Badane próby nanieść kapilarką na linię startową w postaci plamek o średnicy do 3–4 mm w odległości ok. 1,5–2 cm od siebie.

12.
Plamki wysuszyć strumieniem powietrza (suszarka do włosów).

13.
Włożyć płytkę z naniesionymi próbkami do komory i rozwijać.

14.
Gdy front rozpuszczalnika dojdzie 1–1,5 cm od górnej krawędzi płytki, płytkę wyjąć i wysuszyć strumieniem powietrza pod dygestorium.

15.
Wywołać chromatogram XE "chromatogram"  przez umieszczenie go w pojemniku z jodem.

16.
Bezpośrednio po wyjęciu płytek plamy lipidów obrysować ołówkiem (w miarę upływu czasu plamki będą tracić intensywność zabarwienia).

17.
Do rozwijania chromatogramów stosować dwa układy rozwijające:

· A – chloroform : metanol : kwas octowy : woda w stosunku 60:50:1:4 (układ rozwijający fosfolipidy XE "fosfolipidy" )

· B – chloroform : aceton : metanol : kwas octowy : woda w stosunku 50:20:10:10:5 (układ rozwijający fosfo- i glikolipidy XE "glikolipidy"  roślinne).

Materiały i odczynniki

· liście rzodkiewki

· chloroform

· aceton

· kwas octowy

· metanol

· 0,9% NaCl

· rozdzielacz na 250 ml

· zestaw do chromatografi cienkowarstwowej (TLC)

· suszarka do włosów

· pojemnik z jodem

8.4.3.2. Przygotowanie ekstraktu z wysuszonych i sproszkowanych korzeni marchwi

Fisher W. Handbook of chromatography (Mangold H.K., red.) CRC Press, Boca Raton 1984, Vol.I, 555–587.

Postępowanie

1.
Do 4 probówek wsypać po około 200 mg suszu i zalać na wysokość jaką zajmuje susz: 1. wodą, 2. metanolem, 3. acetonem, 4. heksanem.

2.
Ektrahować około 1 godziny przygodnie mieszając. Po godzinie przesączyć na małych sączkach z bibuły nałożonych bezpośrednio na suche próbówki.

3.
Przygotować cztery płytki pokryte żelem krzemionkowym, na każdą z nich nanieść uzyskane wcześniej ekstrakty oraz roztwór cholesterolu, triacyloglicerolu i lecytyny.

4.
Ekstrakty nanosić w formie 0,5 cm pasków, na linię startu znajdującą się około 1,5 cm od dolnego brzegu płytki.

5.
Po wysuszeniu naniesionych ekstraktów, płytki włożyć do komory chromatograficznej do której wcześniej nalano odpowiedni układ rozwijający. Powierzchnia układu rozwijającego powinna znajdować się przynajmniej o 0,5 cm poniżej linii startu.

6.
Chromatogramy rozwijać w czterech rożnych układach:

· metanol
· chloroform : aceton : metanol : kwas octowy : woda (50:20:10:10:5)

· chloroform : aceton (95:5)

· heksan.

7.
Gdy front rozpuszczalnika dojdzie 1–1,5 cm od górnej krawędzi płytki, płytkę wyjąć i wysuszyć strumieniem powietrza pod dygestorium.

8.
Wywołać chromatogram XE "chromatogram"  przez jego umieszczenie w pojemniku z jodem.

9.
Bezpośrednio po wyjęciu płytek plamy lipidów obrysować ołówkiem (w miarę upływu czasu plamki będą tracić intensywność zabarwienia).

Materiały i odczynniki

· wysuszony i sproszkowany korzeń marchwi

· chloroform

· metanol

· aceton

· heksan

· kwas octowy

· bibuła filtracyjna

· zestaw do chromatografi cienkowarstwowej (TLC)

· pojemnik z jodem

8.5. Metody identyfikacji lipidów w chromatogramach

8.5.1. Detekcja nieswoista XE "lipidy: detekcja: nieswoista w TLC"  lipidów w chromatogramach po TLC XE "TLC" 
Postępowanie

1.
Suche płytki do TLC XE "TLC" , na których dokonano uprzednio rozdziałów ekstraktów lipidowych spryskać ostrożnie, posługując się odpowiednim rozpylaczem (pod dygestorium) jednym z następujących roztworów:

· 30–40% wodny lub 5% etanolowy roztwór kwasu siarkowego lub

· 55% wodny roztwór kwasu siarkowego z 0,6% K2CrO3 lub

· 20% wodny roztwór siarczanu (VI) amonu.

2.
Spryskane płytki umieścić na 15–30 min w temp. 180(C (Uwaga! Płytki z plastikowym podłożem nie nadają się do tej metody). Podczas ogrzewania wszystkie lipidy ulegają zwęgleniu i są widoczne w postaci ciemnych plam.

3.
Alternatywną metodą często stosowaną jest umieszczenie wywoływanej płytki TLC XE "TLC"  w oparach jodu: Pary jodu w komorze jodowej (szczelnie przykryty pojemnik szklany zawierający na dnie cienką warstewkę kryształków jodu). W zależności od ilości substancji naniesionych na płytkę wywoływanie następuje w ciągu kilku–kilkunastu minut. Jeśli nastąpił rozdział substancji poszczególne związki są uwidaczniane jako brązowe plamy na żółtawym tle.

8.5.2. Detekcja swoista lipidów w chromatogramach po TLC XE "TLC" 
8.5.2.1. Detekcja fosforu fosfolipidów

Vascovsky V.E., Svetashev V.I. (1972) J.Chromatogr. 65, 451.

Zasada metody


Fosfor występujący w cząsteczkach fosfolipidów redukuje molibdenian amonu w obecnosci chlorku hydrazyny do mieszanych tlenków molibdenu o barwie granatowej.

Postępowanie

1.
10 g molibdenianu amonowego rozpuścić w 100 ml 4 M HCl.

2.
1 g chlorku hydrazyny rozpuścić w 100 ml wody.

3.
Połączyć całość roztworów uzyskanych w punkcie 1 i 2, zmieszać i ogrzewać przez 5 minut we wrzącej łaźni wodnej. Po ochłodzeniu uzupełnić wodą do 1 litra.

4.
Roztworem uzyskanym w powyższy sposób spryskać suchy chromatogram XE "chromatogram" .

5.
Fosfolipidy dają od razu, bez ogrzewania, niebieskie plamy.

8.5.2.2. Detekcja grup aminowych w lipidach XE "lipidy: detekcja: grup aminowych w TLC " 

 XE "ninhydrynowa reakcja " 
Wagner H., Horhammer L., Wolff P. (1961) Biochem. Z. 334, 175.

Zasada metody


Ninhydryna reaguje z wolnymi grupami aminowymi występującymi w aminolipidach i niektórych fosfolipidach, tworząc kompleks o barwie różowo-purpurowej.

Postępowanie

1.
Spryskać suche płytki roztworem wywołującym.

2.
Różowo-purpurowe plamy występują po 1–2 godz. w temp pokojowej lub po 15 minutach ogrzewania w około 100(C.

Materiały i odczynniki

· roztwór wywołujący: 0,25% ninhydryna XE "ninhydryna"  w acetonie lub butanolu

8.5.2.3. Detekcja grup cholinowych lipidów XE "lipidy: detekcja: grup cholinowych w TLC " 
Beiss U.J. (1964) Chromatogr. 13, 104.

Postępowanie

1.
Suche chromatogramy spryskać wywoływaczem.

2.
Po kilku minutach lipidy zawierające cholinę zabarwią się na pomarańczowo.

Materiały i odczynniki

· roztwór A: 1,7 g zasadowego azotanu bizmutu (odczynnik Dragendorffa XE "odczynnik: Dragendorffa" ) rozpuścić w 100 ml 20% kwasu octowego

· roztwór B: 10 g jodku potasowego rozpuścić w 25 ml wody

· wywoływacz: zmieszać 20 ml roztworu A z 5 ml roztworu B i dodać 70 ml wody

8.5.2.4. Detekcja reszt cukrowych glikolipidów XE "glikolipidy: detekcja grup cukrowych" 
Siakotos A.N., Rouser G. (1965) J. Am. Oil Chem. Soc. 42, 913–916.

Zasada metody


α-Naftol XE "(-naftol"  daje barwne pochodne z produktami odwodnienia i częściowej hydrolizy cukrów i niektórych lipidów w stężonych kwasach mineralnych.

Postępowanie

1.
Suchy chromatogram XE "chromatogram"  spryskać 0,5% roztworem (-naftolu w 50% alkoholu etylowym, wysuszyć w temp. pokojowej, a następnie spryskać (Uwaga! Stężony kwas) roztworem kwasu siarkowego. Tak potraktowaną płytkę ogrzewać w 120(C (podłoże płytek nie może być plastikowe) do chwili zakończenia reakcji.

2.
Glikolipidy (cerebrozydy, sulfatydy, gangliozydy, diglicerydy glikozydowe itp.) dają plamy niebiesko-purpurowe, inne lipidy polarne dają plamy żółte, a cholesterol XE "cholesterol"  w tych warunkach plamy szaro-czerwone.

Materiały i odczynniki

· 0,5% roztwór (-naftolu (rekrystalizowanego z heksanu z chloroformem) w 50% alkoholu etylowym

· stężony kwas siarkowy (VI) : woda (95:5)

8.5.2.5. Detekcja reszt kwasu sjalowego gangliozydów  XE " gangliozydy: oznaczanie reszt kwasu sialowego " 
Miettinen T., Takki-Luukainen I.T. (1959) Acta Chem. Scand. 13, 856

Postępowanie

1.
Na 4–6 godzin przed użyciem 10 ml roztworu A dodać do roztworu C.

2.
Suchy chromatogram XE "chromatogram"  spryskać przygotowanym roztworem, przykryć płytką szklaną i ogrzewać w 120(C.

3.
Gangliozydy i pochodne kwasu sjalowego dają niebiesko-fioletowe plamy.

Materiały i odczynniki

· roztwór A: 2% wodny roztwór rezorcynolu

· roztwór B: 2,5% wodny roztwór pięciowodnego siarczanu  (VI) miedzi (II)

· roztwór C: 0,5 ml roztworu B dodać do 80 ml stężonego HCl

8.5.2.6. Detekcja sterydów i ich estrów XE "cholesterol: detekcja w TLC" 

 XE "sterydy: detekcja w TLC" 
Jatzkievitz H., Mehl E. (1960) Z. Physiol. Chem. 320, 251.

Lowry R.R. (1968) J. Lipid Res. 9, 397.

Zasada metody

Produkty reakcji cholesterolu z silnymi kwasami dają barwne kompleksy z solami żelazowymi.

Postępowanie

1.
Suche chromatogramy spryskać roztworem wywołującym A, a następnie ogrzewać w 90(C przez 15 min. Cholesterol, jego estry oraz inne sterydy XE "sterydy"  zostaną wywołane jako czerwonawe plamy na białym tle.

2.
Suchy chromatogram XE "chromatogram"  spryskać roztworem wywołującym B i ogrzewać w 100(C. Czerwono-fioletowa plama estrów cholesterolu pojawia się nieco później. Dalsze ogrzewanie powoduje zwęglanie i inne lipidy XE "lipidy"  stają się widoczne.

Materiały i odczynniki

· roztwór wywołujący A: mieszanina stężonych kwasów siarkowego i octowego w stosunku 1:1

· roztwór wywołujący B: rozpuścić 50 mg FeCl36 H2O w 90 ml wody, dodać 5 ml stężonego kwasu octowego i 5 ml stężonego kwasu siarkowego; odczynnik jest trwały 3 miesiące w temp. pokojowej

8.5.2.7. Detekcja lipidów i związków fenolowych

Kritchevsky D., Kirk M.C. (1952) Arch. Biochem. Biophys. 35, 346.

Postępowanie

1.
Suchy chromatogram XE "chromatogram"  spryskać roztworem wywołującym.

2.
Ogrzać do 120(C i umieścić w pojemniku nasyconym parami amoniaku. Większość lipidów, związki fenolowe XE "lipidy: fenolowe" , antyoksydanty i związki redukujące dają niebieskie plamy na białym tle.

Materiały i odczynniki

· roztwór wywołujący: 10% kwas fosfomolibdenowy w etanolu

· pojemnik z parami amoniaku

8.5.2.8. Detekcja lipidów rezorcynolowych XE "lipidy: rezorcynolowe:detekcja" 
Mejbaum-Katzenellenbogen W., Tłuścik F., Kozubek A., Sikorski A., Maresz Z. (1975) Acta Soc. Bot. Polon. 44, 479–489.

Kozubek A., Tłuścik F., Mejbaum-Katzenellenbogen W. (1981) Acta Soc. Bot. Polon. 50, 637–643.

Zasada metody

Związki fenolowe reagują z solami diazowymi (Fast Blue B) dając barwniki azowe.

Postępowanie

1.
Suchy chromatogram XE "chromatogram"  spryskać roztworem wywołującym A i ogrzewać w 110(C. Lipidy rezorcynolowe XE "lipidy: rezorcynolowe"  barwią się po kilku minutach na różowo-czerwono.

2.
Suchy chromatogram XE "chromatogram"  spryskać roztworem wywołującym B. Lipidy rezorcynolowe XE "lipidy: rezorcynolowe"  barwią się od razu na kolor fioletowo-czerwony.

Materiały i odczynniki

· roztwór wywołujący A: 1% wanilina w 50% kwasie o-fosforowym

· roztwór wywołujący B: 0,5% Fast Blue B w 5% kwasie octowym (trwały w lodówce przez kilka dni)

8.6. Kolorymetryczne metody oznaczania lipidów

8.6.1. Oznaczanie cholesterolu całkowitego XE "cholesterol: oznaczanie ilościowe " 
Courchaine A.J., Miller W.H., Stein D.B., Jr. (1959) Clin. Chem. 5,609–613.

Zasada metody


Produkty reakcji cholesterolu z silnymi kwasami dają barwne kompleksy z solami żelazowymi.

Postępowanie

1.
Próbkę lipidów zawierającą do 100 (g cholesterolu umieścić w suchej probówce i odparować z niej rozpuszczalnik.

2.
Do pozostałości dodać 1,5 ml stężonego kwasu octowego i 1 ml odczynnika żelazowego.

3.
Po dokładnym wymieszaniu odczekać 10 min i odczytać absorbancję próby przy 550 nm wobec ślepej odczynnikowej.

4.
Ilość cholesterolu w próbie określić z krzywej kalibracyjnej sporządzonej dla 20 -100 (g cholesterolu.

Materiały i odczynniki

· stężony kwas octowy

· odczynnik żelazowy XE "odczynnik: żelazowy" : 4 ml FeCl3 (2,5 g FeCl36 H2O rozpuścić w 100 ml 85% kwasu ortofosforowego) uzupełnić ostrożnie do 50 ml stężonym kwasem siarkowym (VI); odczynnik jest trwały do utraty klarowności

· wzorzec: 10 mg cholesterolu rozpuścić w 100 ml kwasu octowego

8.6.2. Oznaczanie fosforu w fosfolipidach

Zasada metody


Fosfolipidy ogrzewane z kwasem chlorowym (VII) (nadchlorowy) ulegają degradacji do CO2, H2O oraz PO43–. W środowisku kwaśnym ortofosforan tworzy z molibdenianem (VI) amonu fosforomolibdenian (VI) amonu. Związek ten pod wpływem czynników redukujących ulega redukcji do mieszanych tlenków molibdenu, tzw. błękitu molibdenowego (MO2MO3), którego ilość jest określana kolorymetrycznie.

Metoda I (Barletta) XE "fosfolipidy: oznaczanie ilościowe metodą: Bartletta " 
Bartlett G.R. (1959) J. Biol. Chem. 234, 466–469.

Postępowanie

1.
Próbkę lipidów uwolnić od rozpuszczalników przez ogrzanie kilka minut w 120(C.

2.
Dodać 300 (l kwasu nadchlorowego, wymieszać, probówkę przykryć kulką szklaną i umieścić na 30 min w bloku grzejnym (180–200(C).

3.
Ochłodzić i dodać 3 ml roztworu molibdenianu, zamieszać.

4.
Dodać 120 (l odczynnika Fiske-Subbarowa XE "odczynnik: Fiske-Subbarowa"  i zamieszać.

5.
Ogrzewać we wrzącej łaźni wodnej przez 15 min. 

6.
Ochłodzić i odczytać absorbancję próby przy 830 nm (barwa stabilna przez 24 godz.). 90 nmoli Pi daje absorbancję ok. 0,7.

7.
Oznaczyć ilość fosforu w próbie posługując się wykonaną krzywą kalibracyjną (10–90 nmoli Pi ). Etap spalania w przypadku standardu może być pominięty.

Materiały i odczynniki

· molibdenian amonu: rozpuścić 2,2 g molibdenianu amonu w 20 ml 98% kwasu siarkowego stosując ciągłe mieszanie przez 10 min i uzupełnić wodą destylowaną do 1 litra

· stężony kwas siarkowy (VI)

· disiarczan (IV) sodu (Na2S2O5)

· siarczan (IV) sodu (Na2SO3)

· kwas 1-amino-2-naftaleno-4-sulfonowy

· 68–75% kwas chlorowy (VII) (nadchlorowy)

· roztwór standardowy: 275,7 mg KH2PO4 rozpuścić w 250 ml wody i 10 ml tego roztworu uzupełnić do 250 ml wodą; 1ml zawiera 10 (g Pi
· odczynnik Fiske-Subbarowa XE "odczynnik: Fiske-Subbarowa" : 27,36 g disiarczanu (IV) sodu oraz 1 g siarczanu (IV) sodu rozpuścić w 200 ml wody destylowanej; dodać 0,5 g kwasu aminonaftalenosulfonowego i mieszać przez 15 min w temp. ok. 40(C; odstawić na noc w ciemne miejsce, a następnie przesączyć do ciemnej butelki; odczynnik jest trwały przez ok. 8 tygodni w 4(C

Metoda II (Rousera , Siakotosa) XE "fosfolipidy: oznaczanie ilościowe metodą: Rousera " 
Rouser G., Siakotos A.N. (1966) Lipids 1, 85–86.

Postępowanie

1.
Próbkę lipidów umieścić w suchej probówce, odparować rozpuszczalnik i dodać 0,9 ml kwasu nadchlorowego.

2.
Probówkę przykryć kulką szklaną i mineralizować 30 min w 180(C.

3.
Ochłodzić i dodać 5 ml wody spłukując przy okazji ścianki probówki.

4.
Dodać 1 ml roztworu molibdenianu, 1 ml roztworu kwasu askorbinowego oraz 2 ml wody, dokładnie wymieszać.

5.
Ogrzewać we wrzącej łaźni wodnej przez 5 min.

6.
Ochłodzić w strumieniu zimnej wody.

7.
Odczytać absorbancję klarownego supernatantu przy 825 lub 797 nm wobec ślepej odczynnikowej.

8.
Odczytać ilość fosforu w próbie posługując się krzywą kalibracyjną. 

Materiały i odczynniki

· 70% kwas chlorowy (VII) (nadchlorowy)

· 2,5% wodny roztwór molibdenianu amonowego

· 10% wodny roztwór kwasu askorbinowego

· standardowy roztwór fosforanu (rozdział 8.6.2, Metoda I); krzywa kalibracyjna jest liniowa do 10 (g Pi
8.6.3. Oznaczanie stężenia fosfolipidów w roztworach zawierających fosforany nieorganiczne XE "fosfolipidy: oznaczanie ilościowe metodą: Stewarda " 
Steward J.C M. (1959) J. Biol. Chem. 104, 10–15.

Zasada metody


W metodzie Stewarda wykorzystuje się zdolność tworzenia rozpuszczalnego w chloroformie kompleksu pomiędzy fosfolipidami i tiocyjanianem żelaza (III) (rodankiem żelazowym). Oznaczenie stężenia fosfolipidów jest niezależne od obecności fosforanów nieorganicznych w roztworze, a więc w metodzie tej możliwe jest oznaczanie stężenia fosfolipidów zawieszonych w buforach zawierających fosforany takich jak np. PBS XE "PBS" .

Jedynym ograniczeniem metody jest różna zdolność poszczególnych fosfolipidów do tworzenia tego kompleksu, co wymaga przygotowania krzywej kalibracyjnej zawierającej dokładnie te same fosfolipidy XE "fosfolipidy"  bądź ich mieszaniny. Należy jednak pamiętać, że  fosfatydyloglicerol wybarwia się wyjątkowo słabo odczynnikiem Stewarda.

Postępowanie

1.
Przygotować krzywą kalibracyjną fosfolipidu poprzez umieszczenie w probówkach szklanych wzrastających ilości chloroformowego roztworu fosfolipidu (0 ml; 0,1 ml; 0,2 ml; 0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 ml aż do 1 ml) i uzupełnić chloroformem do 2 ml.

2.
Do wszystkich probówek dodać 2 ml roztworu tiocyjanianu żelaza (III) (rodanku żelazowego).

3.
Procedurę przeprowadzić analogicznie używając chloroformowych roztworów prób badanych.

4.
Zawartość probówek intensywnie wytrząsać (mikrowytrząsarka) przez 15 sekund.

5.
Dolna faza chloroformowa przybiera barwę krwistoczerwoną, której intensywność zależy od stężenia obecnego w niej fosfolipidu.

6.
Próby odwirować w tych samych probówkach (5 min, 300g) i zebrać dolną warstwę pipetą Pasteura.

7.
Odczytać absorbancję wobec ślepej odczynnikowej przy 485 nm, używając do pomiaru kuwet szklanych (chloroform!).

8.
Stężenie prób badanych odczytać z przygotowanej krzywej kalibracyjnej.

Materiały i odczynniki

· tiocyjanian amonu (rodanek amonu)

· chlorek żelaza (III) sześciowodny

· chloroform

· chloroformowy roztwór fosfolipidu – 1mg/ml

· 0,1 M roztwór tiocyjanianu żelaza (III) (rodanku żelazowego): rozpuścić 27,03 g FeCl36 H2O oraz 30,4 g NH4CNS w wodzie destylowanej tak by końcowa objętość wynosiła 1litr; krwistoczerwony roztwór jest stabilny wiele miesięcy w temp. pokojowej

8.6.4. Oznaczanie cholesterolu całkowitego zestawem diagnostycznym stosowanym w laboratoriach medycznych XE "cholesterol: oznaczanie ilościowe " 

Znajdujący się w organizmie cholesterol XE "cholesterol"  pochodzi z pokarmu oraz z syntezy własnej (syntetyzowany jest głównie w wątrobie). W surowicy występuje jako cholesterol wolny oraz zestryfikowany (estry z kwasami tłuszczowymi). Cholesterol zestryfikowany stanowi ok. 70% cholesterolu całkowitego. Jest też związany z frakcjami lipoproteinowymi surowicy oraz wchodzi w skład chylomikronów. Oznaczanie jego poziomu ma znaczenie diagnostyczne ponieważ zwiększenie lub zmniejszenie zawartości cholesterolu występuje w wielu schorzeniach. Test oznacza cholesterol całkowity jako cholesterol wolny i zestryfikowany oraz cholesterol w lipoproteinach.

Tak np. oznaczanie cholesterolu w HDL XE "HDL"  (ang. High Density Lipoprotein) ma znaczenie w profilaktyce antymiażdżycowej. Frakcja ciężka lipoprotein (HDL) jest uważana za czynnik antymiażdżycowy. Większe stężenie cholesterolu HDL, świadczy o większej zawartości tej frakcji w surowicy, a więc o mniejszym zagrożeniu miażdżycą.

Zasada metody


Opisana poniżej metoda enzymatycznego oznaczania cholesterolu jest prosta w wykonaniu i jest dobrym przykładem pewnej strategii stosowanej w oznaczaniu wielu związków. Dysponując specyficzną oksydazą jakiegoś związku, doprowadzamy do jego utlenienia z wytworzeniem H2O2, który w obecności peroksydazy i 4-aminoantypiryny daje odpowiedni chromogen.
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Szczegółowa procedura wykonania oznaczenia nie jest podana w niniejszym skrypcie, gdyż w zależności od producenta zestawu mogą zachodzić niewielkie różnice. W celu wykonania oznaczenia – patrz instrukcja dołączona do danego zestawu.

8.6.5. Oznaczanie lipidów całkowitych metodą wanilinową

Zasada metody


Fosfowanilina reaguje z wiązaniem nienasyconym. Reakcję dodatnią dają również ketony, wyższe alkohole, związki z aktywną grupą metylenową, hydrazyny i niektóre leki.

Cholesterol ma jedno wiązanie nienasycone i w tej metodzie jest stosowany jako standard. Warunkiem stosowania jakiegoś związku jako standardu jest jego zdefiniowana formuła chemiczna, dostępność w wysokooczyszczonej postaci w handlu, trwałość oraz cena. Kwasy tłuszczowe nienasycone nie nadaja się w tej metodzie jako standard ponieważ są nietrwałe, trudne do uzyskania w postaci wysokooczyszczonej a ponadto są drogie.

Uwagi


Istnieje wiele metod oznaczania lipidów i każda z nich obarczona jest licznymi wadami. Jak się wydaje metoda wanilinowa jest aktualnie najlepszą. Co prawda w metodzie tej oznaczają się tylko te lipidy, które mają wiązania nienasycone (kwasy tłuszczowe nienasycone XE "kwasy tłuszczowe: nienasycone" ), ale za to pomiar jest wiarygodny i szybki. Metoda wanilinowa jest zdecydowanie metodą współczynnikową, czyli wyliczona zawartość w ogóle nie musi być równa faktycznej zawartości lipidów.

Jeśli ekstrahujemy lipidy z określonego materiału w określonych warunkach, to biorąc pod uwagę dużą stabilność składu takiego ekstraktu i oznaczając zawartość lipidów w takim materiale np. metodą wagową, a następnie metodą wanilinową można sobie wyznaczyć współczynnik, o który należy pomnożyć uzyskaną wartość aby uzyskać rzeczywistą zawartość lipidów w próbie.

Postępowanie

1.
W suchej probówce umieścić próbę badaną (50 (l) i dodać 2 ml stężonego kwasu siarkowego; ostrożnie, ale dobrze wymieszać i ogrzewać przez 20 min na wrzącej łaźni wodnej, ochłodzić. Podobnie postąpić z próbą wzorcową używając 50 (l wzorcowego roztworu cholesterolu.

2.
Pobrać do próbówek po 0,1 ml powyższych hydrolizatów (próby badanej i wzorca), dodać 4 ml odczynnika waniliowego wymieszać i odstawić na 20 min.

3.
Odczytać absorbancję próby badanej oraz wzorcowej przy 525 nm wobec próby ślepej odczynnikowej zawierającej zamiast hydrolizatu 0,1 ml stężonego kwasu siarkowego. Odczyty należy dokonać w ciągu 30 minut od zakończenia reakcji.

4.
Ilość (g lipidu w próbie obliczyć korzystając ze wzoru:

(g lipidu w próbie (50(l) = (Apróby badanej)350 / Awzorca
Materiały i odczynniki

· 95–98% kwas siarkowy (VI)

· 0,01 M wanilina w 11,5 M kwasie ortofosforowym (V): do 115 ml 85% kwasu ortofosforowego (V) dodać 20 ml wody; odczynnik jest trwały przez rok

· wzorzec: 700 mg cholesterolu rozpuścić w 100 ml metanolu

9. Metabolizm związków lipidowych

9.1. Oznaczanie produktów peroksydacji lipidów


Peroksydacja lipidów XE "peroksydacja lipidów " , powodowana zarówno przez czynniki biotyczne, jak i abiogenne, jest procesem szkodliwym tak dla struktur subkomórkowych, jak i dla całej komórki. Podczas tego procesu polarne atomy tlenu (w postaci ugrupowania wodoronadtlenkowego) są wprowadzane do hydrofobowych fragmentów łańcuchów węglowodorowych fosfolipidów, powodując zaburzanie oddziaływań hydrofobowych lipid–lipid oraz lipid–białko, co skutkuje strukturalnymi i funkcjonalnymi zmianami błony biologicznej czy lipoprotein. Zmiany te angażują się w proces propagacji reakcji wolnorodnikowej, co dodatkowo podnosi poziom tych reaktywnych form cząsteczek w środowisku. Z drugiej strony dojrzewanie i różnicowanie komórek wymaga miejscowych zmian w strukturze i funkcjach błon biologicznych, w co zaangażowane są m. in. enzymy kontrolujące enzymatyczne utlenianie lipidów, czyli lipoksygenazy XE "lipoksygenazy" .

Peroksydacja lipidów jest reakcją wolnorodnikową i przebiega najczęściej według następującego mechanizmu: wolny rodnik atakuje wiązanie nienasycone obecne w reszcie kwasu tłuszczowego i powoduje przyłączenie w tym miejscu reszty wodoronadtlenkowej. Według tego mechanizmu przebiegają zarówno procesy indukowane czynnikami abiogennymi, jak też katalizowane enzymatycznie. Enzymy katalizujące przyłączanie grupy wodoronadtlenkowej do reszty wolnego lub zestryfikowanego kwasu tłuszczowego to lipoksygenazy XE "lipoksygenazy"  (LOX XE "LOX" ), należące do grupy oksydoreduktaz (EC 1.13.11.12) i występujące powszechnie w organizmach żywych, zarówno roślinnych, jak i zwierzęcych, za wyjątkiem drożdży i większości bakterii. Enzymy z różnych źródeł różnią się swoistością substratową i miejscem przyłączania tlenu. Ta ostatnia właściwość dała przyczynek do utworzenia systematyki lipoksygenaz. Najczęściej systematyka lipoksygenaz zwierzęcych opiera się na specyficzności enzymu względem miejsca przyłączania cząsteczki tlenu do cząsteczki kwasu arachidonowego, zaś lipoksygenaz roślinnych – kwasu linolowego. Pełna nazwa enzymu zawiera dlatego miejsce katalizowanej reakcji i źródło pochodzenia lub nazwę substratu (np. 12-LOX z leukocytów królika, czy arachidonianowa XE "lipoksygenazy: arachidonianowa"  5-LOX XE "5-LOX" ). Istnieją odosobnione, na razie, próby wprowadzenia systematyki tej grupy enzymów w oparciu o źródło pochodzenia. 

Substratem enzymatycznej reakcji peroksydacji może być tylko kwas tłuszczowy posiadający w cząsteczce ugrupowanie (1Z,4Z)-penta-1,4-dienowe. Reakcja katalizowana przez lipoksygenazy składa się z trzech etapów (Rys. 9.1): 

1.
oderwania atomu wodoru od allilowego atomu węgla i utworzenia rodnika pentadienylowego,

2.
wewnątrzcząsteczkowej rearanżacji wolnego rodnika alkenylowego, to znaczy przeniesienia elektronu wolnorodnikowego w kierunku końca –CH3 lub końca karboksylowego cząsteczki, w każdym z tych przypadków przesunięcie wynosi 2 atomy węgla (stąd notacja [+2] lub [–2]) i zawsze dochodzi do zmiany położenia wiązania podwójnego z typu izolowanego na sprzężony, wynikiem tych przekształceń jest powstawanie dwóch rodzajów produktów, różniących się miejscem przyłączenia tlenu,

3.
przyłączenia cząsteczki tlenu atmosferycznego, które następuje zawsze w pozycji 1 lub 4 ugrupowania (1Z,4Z)-penta-1,4-dienowego.
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Rys. 9.1 Proponowany mechanizm reakcji lipoksygenazowej

wg Kühn H. (2000) Prostagladins & other Lipid Mediators 62, 255–270

Reakcja peroksydacji lipidów przez lipoksygenazy XE "lipoksygenazy"  jest możliwa dzięki obecności w cząsteczce enzymu łatwo zmieniającego stopień utlenienia atomu żelaza niehemowego. Schemat przemian jonu żelaza Fe2+ ( Fe3+ przedstawia Rys. 9.2.
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Rys. 9.2 Schemat przemian żelaza niehemowego podczas reakcji peroksydacji lipidów XE "peroksydacja lipidów " 
wg Kühn H., Borchert A. (2002) Free Radical Biology & Medicine 33, 154–172

W przypadku arachidonianowej 5-LOX XE "5-LOX"  schemat przekształceń wewnątrzcząsteczkowych oraz mechanizm reakcji przedstawia Rys. 9.3.
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Rys. 9.3 Mechanizm reakcji katalizowanej przez arachidonianową 5-LOX XE "5-LOX" 
wg Rådmark O. (2002) Prostagladins & other Lipid Mediators 68–69, 211–234
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Kühn H., Thiele B.J. (1999) FEBS Letters 449, 7–11.

Rohde J.-U., Bukowski M.R., Quo Q. (2003) Current Opinion in Chemical Biology 7, 674–682. 

9.1.1. Peroksydacja lipidów XE "peroksydacja lipidów "  reagujących z kwasem tiobarbiturowym XE "peroksydacja lipidów: reakcja z kwasem tiobarbiturowym" 
Buege J. A., Aust S. D. (1978) Methods Enzymology 52, 302–310.

Zasada metody


Podstawą metody jest powstawanie barwnego produktu reakcji kwasu tiobarbiturowego z niektórymi produktami peroksydacji lipidów (głównie z dialdehydem malonowym, powstającym z nietrwałych nadtlenków lipidów podczas ogrzewania mieszaniny reakcyjnej) w kwaśnym środowisku i podwyższonej temperaturze. Przebieg reakcji przedstawia Rys. 9.4.
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Rys. 9.4 Schemat reakcji dialdehydu malonowego z kwasem tiobarbiturowym

Powstający produkt ma różowe zabarwienie, a jego stężenie oznacza się spektrofometrycznie lub spektrofluorymetrycznie. Reakcja ta charakteryzuje się dużą czułością, jest jednak mało specyficzna. Istnieje bowiem szereg związków, które reagują w podobny sposób, dając produkty pochłaniające światło o zbliżonej długości fali. Sama reakcja również może powodować peroksydację lipidów, dlatego, aby wykluczyć tę możliwość i dokonać pomiaru poziomu peroksydacji lipidów przed reakcją, należy prowadzić oznaczenia w obecności BHT (2,6-di-t-butylo-p-krezol), jako przeciwutleniacza prewentywnego, zapobiegającego utlenianiu lipidów przez odczynniki używane do oznaczeń.

Postępowanie

1.
25, 50, 100, 150 l emulsji triacylogliceroli lub zawiesiny liposomów (zawierających fosfolipidy) dopełnić do 1 ml 10 mM Tris-HCl, pH 7,4.

2.
Dodać 2 ml odczynnika A i dokładnie wymieszać. Próby ogrzewać 15 min we wrzącej łaźni wodnej. Po ochłodzeniu próby wirować 10 min przy 1 000g.

3.
Ilość powstałych produktów utleniania oznaczyć kolorymetrycznie przy = 535 nm i obliczyć, ze wzoru:

A = ε(c(l ,

gdzie: A – absorbancja próby, c – stężenie molowe próby, l – długość drogi optycznej; 

wiedząc, że molowy współczynnik absorpcji XE "molowy współczynnik absorpcji, ε "  (ε) dla MDA XE "MDA"  wynosi 1,56105 M–1cm–1. 

9.1.1.1. Zależność peroksydacji od rodzaju i stężenia induktora

Postępowanie

1.
Do oznaczonej i wybranej z poprzedniego doświadczenia ilości emulsji triacylogliceroli lub liposomów dodać wzrastające ilości roztworu Fe2+ (sugerowany zakres stężeń to 5–50 mM) w postaci siarczanu (VI) żelaza (II) lub siarczanu (VI) żelazowo (II)-amonowego lub wzrastające ilości roztworu nadtlenku wodoru (sugerowany zakres stężeń to 50–500 mM) i dopełnić do 1 ml 10 mM Tris-HCl, pH 7,4.

2.
Inkubować przez 15 minut w 37(C. Po tym czasie oznaczyć ilość powstałych produktów peroksydacji (rozdział 9.1.1).

Uwaga! Alternatywnym sposobem indukcji peroksydacji lipidów XE "peroksydacja lipidów "  jest zapoczątkowanie reakcji Fentona. W tym celu emulsję triacylogliceroli należy inkubować równocześnie z 10 mM roztworem jonów Fe2+ i 100 mM roztworem nadtlenku wodoru.

Materiały i odczynniki

· emulsja triacylogliceroli: oliwę z oliwek i 10 mM Tris-HCl, pH 7,4 zmieszać w proporcji 1:1 w obecności niewielkiej ilości gumy akacjowej lub innego emulsyfikatora przy pomocy mini wytrząsarki lub poprzez pobieranie i wypuszczanie z końcówki pipety automatycznej o objętości 5 ml; jeżeli emulsja jest niestabilna i szybko ulega rozdziałowi na dwie fazy, należy poddawać ją mieszaniu przed każdym pobraniem próbki

· zawiesina liposomów: roztwór lecytyny z żółtka jaja w chloroformie przenieść do probówki szklanej o objętości 5 ml i odparować rozpuszczalnik strumieniem azotu, aż do uzyskania suchego filmu lipidowego; probówkę umieścić na dwie godziny w eksykatorze próżniowym; film uwodnić 10 mM Tris-HCl, pH 7,4 do uzyskania stężenia 2 mg lipidu/ml; powstałe liposomy XE "liposomy"  poddać 20-krotnej kalibracji przez filtry poliwęglanowe o średnicy porów 100 nm lub procesowi dezintegracji ultradźwiękami (10–15 min)

· odczynnik A: 15% TCA (kwas trichlorooctowy), 375% TBA (kwas tiobarbiturowy) 0,25 M NaCl

· induktory peroksydacji: wodny roztwór Fe2+ w postaci siarczanu (VI) żelaza (II) lub siarczanu (VI) żelazowo (II)-amonowego, nadtlenek wodoru

Zależność peroksydacji od czasu inkubacji z induktorem

Postępowanie

1.
Do oznaczonej i wybranej w doświadczeniu 9.1.1 ilości emulsji triacylogliceroli lub zawiesiny liposomów dodać stałą objętość roztworu Fe2+ (sugerowane stężenie to 10 mM) i dopełnić do 1 ml 10 mM Tris-HCl, pH 7,4.

2.
Inkubować przez 10, 15, 20 i 30 minut w 37(C.

3.
Oznaczyć ilość powstałych produktów peroksydacji (rozdział 9.1.1).

Materiały i odczynniki

· emulsja triacylogliceroli lub zawiesina liposomów (uzyskana w doświadczeniu 9.1.1)

· 10 mM Tris-HCl, pH 7,4

· induktory peroksydacji: wodny roztwór Fe2+ w postaci siarczanu (VI) żelaza (II) lub siarczanu (VI) żelazowo (II)-amonowego

9.1.1.2. Zależność peroksydacji od stężenia przeciwutleniacza

Postępowanie

1.
Do oznaczonej i wybranej z doświadczenia 9.1.1 ilości emulsji triacylogliceroli lub zawiesiny liposomów dodać wzrastające stężenie roztworu przeciwutleniacza (proponowany zakres stężeń to 0,5–50 mM) i dopełnić do 1 ml 10 mM Tris-HCl, pH 7,4.

2.
Po 10 min inkubacji dodać do prób jony Fe2+ do końcowego stężenia 10 mM i inkubować przez 15 minut w 37(C.

3.
Oznaczyć ilość powstałych produktów peroksydacji (rozdział 9.1.1).

Materiały i odczynniki

· emulsja triacylogliceroli lub zawiesina liposomów (uzyskana w doświadczeniu 9.1.1)

· 10 mM Tris-HCl, pH 7,4

· induktory peroksydacji: wodny roztwór Fe2+ w postaci siarczanu (VI) żelaza (II) lub siarczanu (VI) żelazowo (II)-amonowego, nadtlenek wodoru

· przeciwutleniacze: wodne lub metanolowe roztwory witaminy C, witaminy E, rezorcyna XE "rezorcyna" , alkilofenol, β-karoten, BHT (2,6-di-t-butylo-p-krezol), BHA (2(3)-t-butylo-4-hydroksyanizol), -naftol i inne dostępne

9.1.2. Oznaczanie produktów peroksydacji lipidów metodą jodometryczną XE "peroksydacja lipidów: metoda jodometryczna" 
Torchilin, V.P., Weissig V (2003) Liposomes. Practical approach. Oxford University Press, Oxford, New York, 48. 

Zasada metody


Metoda polega na spektrofotometrycznym pomiarze stężenia jodu uwolnionego z KJ po utlenieniu przez wodoronadtlenki (przy = 353 nm). Mankamentem metody jest konieczność całkowitego odpowietrzenia wszystkich używanych odczynników przy użyciu gazowego argonu lub azotu. Przy zachowaniu odpowiednich warunków reakcji pozwala ona jednak na stechiometryczne oznaczenie ilości uwolnionego jodu.

Postępowanie

1.
Przygotować krzywą standardową: do probówek wirówkowych na 10 ml przenieść 50, 100, 150, 200 i 250 ml roztworu standardowego wodoronadtlenku kumenu. Równocześnie przygotować próbę badaną: roztwór fosfolipidu, zawierający ok. 5 mg substancji przenieść do probówki wirówkowej na 10 ml i odparować sprężonym azotem do uzyskania cienkiego filmu lipidowego.

2.
Do każdej próby (standardowej oraz badanej) dodać 1 ml mieszaniny kwas octowy:chloroform.

3.
Dodać po 50 l roztworu jodku potasu, zawartość probówek dokładnie wymieszać i inkubować w ciemności w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

4.
Dodać 3 ml octanu kadmu, dokładnie wymieszać i odwirować próby przy 1 000g przez 10 minut.

5.
Zmierzyć absorbancję fazy górnej dla = 353 nm.

6.
Odczytać z krzywej standardowej stężenie nadtlenków w próbie badanej.

Materiały i odczynniki

· 7,2 M roztwór jodku potasu: 6 g KJ rozpuścić w 5 ml wody bidestylowanej; po rozpuszczeniu przechowywać w łaźni lodowej

· mieszanina kwas octowy:chloroform (3:2 v/v): zmieszać 12 ml lodowatego kwasu octowego z 8 ml chloroformu

· roztwór octanu kadmu: 0,5 g octanu kadmu (Uwaga! Związek rakotwórczy) rozpuścić w 100 ml wody destylowanej. Przechowywać w atmosferze azotu, w 4(C w szczelnie zamkniętym naczyniu

· roztwór standardowy: rozpuścić 15 ml 80% wodoronadtlenku kumenu w 100 ml etanolu (do stężenia 0,8 mol/ml); przechowywać w atmosferze azotu, w 4(C w szczelnie zamkniętym naczyniu

9.1.3. Oznaczanie stężenia wiązań sprzężonych metodą spektrofotometrii w UV

Torchilin V.P., Weissig V (2003) Liposomes. Practical approach. Oxford University Press, Oxford, New York, 45. 

Zasada metody


Produktem procesu utleniania wielonienasyconych kwasów tłuszczowych są związki zawierające z cząsteczce układ sprzężonych wiązań podwójnych lub potrójnych. Układ taki posiada swoje charakterystyczne parametry spektrofotometryczne, dlatego tą metodą można wyznaczyć stopień utlenienia lipidów. Absorbancja dla = 215 nm jest charakterystyczna dla wszystkich fosfolipidów, absorbancję dla = 233 nm wykazuje układ podwójnych wiązań sprzężonych, zaś absorbancja przy = 300 nm pochodzi od tła.

Postępowanie

1.
Do 2 ml etanolu dodać ok. 0,4 mola fosfolipidów.

2.
Zmierzyć absorbancję próby dla = 233 nm i = 300 nm.

3.
Dokonać korekcji A233 przez odjęcie od niej wartości A300.

4.
Obliczyć stężenie dienów sprzężonych, wiedząc, że molowy współczynnik absorpcji XE "molowy współczynnik absorpcji, ε "  (skorygowanej) podwójnych wiązań sprzężonych wynosi 30 000 M–1cm–1.

Materiały i odczynniki

· etanol

· etanolowy lub chloroformowy roztwór fosfolipidu

9.1.3.1. Metoda alternatywna – wyznaczanie indeksu utlenienia XE "indeks utlenienia" 
Postępowanie

1.
Do 2 ml etanolu dodać ok. 0,4 mola fosfolipidów.

2.
Dokonać pomiaru absorbancji przy długości fali 215, 233 i 300 nm.

3.
Obliczyć ilość dienów sprzężonych według wzoru:
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Materiały i odczynniki

· fosfolipidy

9.1.4. Enzymatyczne utlenianie lipidów przez lipoksygenazy XE "lipoksygenazy" 
Ben-Aziz A., Grossman S., Ascarelli I., Kudowski P. (1970) Anal. Biochem. 34, 88–100.

Zasada metody


Produkt reakcji lipoksygenazy XE "lipoksygenazy"  zawiera w cząsteczce układ wiązań sprzężonych (substrat posiada układ wiązań izolowanych), o maksimum absorpcji przy = 233 nm. Obserwując wzrost absorbancji przy tej długości fali możemy wykreślić krzywą kinetyczną reakcji utlenienia lipidów przez lipoksygenazy oraz oznaczyć aktywność tych enzymów.

Postępowanie

Izolacja enzymu

1.
10 g porcje soi, grochu, fasoli białej oraz soczewicy zmielić na mąkę.

2.
Mąkę ekstrahować acetonem w celu odtłuszczenia.

3.
Suchą, odtłuszczoną mąkę zalać wodą destylowaną i ekstrahować enzym przez 15 min, mieszając zawiesinę mąki w wodzie.

4.
Zawiesinę przesączyć, a surowy, nieczyszczony ekstrakt enzymu przechować w temp. 5–10(C.

Przygotowanie substratu

1.
Do 7,1 ml 1% roztworu kwasu linolowego w metanolu dodać 0,25 ml detergentu Tween-20.

2.
Odparować rozpuszczalnik w wyparce próżniowej i zawiesić powstały film lipidowy w 100 ml 0,05 M Na2HPO4.

3.
Doprowadzić pH roztworu do 9,0 używając 1 M NaOH. Do badań rozcieńczyć 10x.

Materiały i odczynniki

· nasiona soi, grochu, białej fasoli, soczewicy oraz zbóż

· aceton

· woda destylowana

· metanolowy roztwór kwasu linolowego

· Tween-20

· 0,05 M roztwór Na2HPO4
· 1 M NaOH

9.1.4.1. Zależność aktywności lipoksygenazy XE "lipoksygenazy"  od stężenia enzymu w próbie

Postępowanie

1.
Do kuwety spektrofotometrycznej dodać 2,4 ml roztworu substratu, aparat wyzerować dla = 233 nm, reakcję zainicjować przez wstrzyknięcie kolejno od 20 do 100 l roztworu enzymu.

2.
Śledzić zmiany absorbancji przez 5 min. Szybkość początkową reakcji obliczyć z nachylenia początkowego odcinka krzywej kinetycznej reakcji. Jako jednostkę aktywności enzymu przyjąć taką jego ilość, która powoduje w czasie 1 min wzrost absorbancji o 0,001 jednostki. Jednostka ta jest równa utlenieniu 0,12 mola kwasu linolowego.

3.
Podać aktywność enzymatyczną otrzymanego preparatu (j/ml prepratu).

Materiały i odczynniki

· substrat uzyskany w doświadczeniu 9.1.4
· enzym uzyskany w doświadczeniu 9.1.4
9.1.4.2. Wpływ temperatury na aktywność lipoksygenazową

Postępowanie

1.
Przygotować serię probówek zawierających 2,4 ml roztworu substratu.

2.
Próbki inkubować 15 min w temp. 8, 25 i 37(C, równolegle inkubując w tej samej temperaturze roztwór enzymu, po czym zainicjować oraz przeprowadzić reakcję enzymatyczną jak w doświadczeniu 9.1.4.1, objętość enzymu wybrać na podstawie wyników doświadczenia 9.1.4.1. 

3.
Narysować wykres zależności szybkości reakcji od temepratury. 

Materiały i odczynniki

· substrat uzyskany w doświadczeniu 9.1.4
· enzym uzyskany w doświadczeniu 9.1.4
9.1.4.3. Wpływ przeciwutleniacza na aktywność lipoksygenazową

Postępowanie

1.
Przygotować serię probówek zawierających 2,4 ml roztworu substratu oraz wzrastające ilości roztworu przeciwutleniacza (proponowany zakres stężeń to 0,5–50 mM).

2.
Inkubować 15 min w temp. 25(C, po czym zainicjować oraz przeprowadzić reakcję enzymatyczną jak w doświadczeniu 9.1.4.1. 

3.
Podać procentową zależność szybkości reakcji enzymatycznej w obecności przeciwutleniacza w stosunku do szybkości reakcji w jego nieobecności.

Materiały i odczynniki

· substrat uzyskany w doświadczeniu 9.1.4
· enzym uzyskany w doświadczeniu 9.1.4
· przeciwutleniacze: wodne lub metanolowe roztwory witaminy C, witaminy E, rezorcyna XE "rezorcyna" , alkilofenol-karoten, BHT, BHA, -naftol i inne dostępne

9.2. Badanie aktywności wybranych enzymów metabolizmu lipidów

9.2.1. Test dyfuzyjny na wykazywanie aktywności lipazy trójglicerydowej

Kouker G., Jaeger K.-E., Apel. (1981) Environ. Microbiol. 53, 211–213.

Zasada metody


Lipaza tróglicerydowa XE "lipaza tróglicerydowa"  jest enzymem katalizującym hydrolizę triacylogliceroli do glicerolu i kwasów tłuszczowych. W opisywanym doświadczeniu enzym naniesiony zostaje do studzienek wyciętych w żelu zawierającym rodaminę B jako indykator reakcji. Podczas inkubacji w 37(C enzym dyfunduje ze studzienek do żelu, dokonując hydrolizy trójglicerydów zawartych w oliwie z oliwek. Podczas hydrolizy rodamina B ulega odbarwieniu, a szerokość bezbarwnej otoczki dokoła studzienki jest miarą ilości naniesionego enzymu. W przypadku porównywania preparatów o takiej samej ilości białka w próbie, test ten pozwala na porównanie aktywności enzymatycznej lipazy tróglicerydowej pochodzącej z różnych źródeł.

Postępowanie

Izolacja enzymu

1.
Tabletki zawierające ekstrakt z trzustki (Neo-pancreatinum, Panzytrat, Kreon) zmiażdżyć w moździerzu, otrzymany proszek przenieść do kolby stożkowej i ekstrahować 0,9% roztworem NaCl w temp. pokojowej.

2.
Zawiesinę przesączyć, otrzymany ekstrakt używać do eksperymentów.

Przygotowanie substratu

1.
1% roztwór agaru zawierający 0,4% NaCl, pH 7,0 poddać autoklawowaniu i ochłodzić do temperatury 60(C, a następnie dodać podczas energicznego mieszania oliwę z oliwek (3,12 ml na każde 100 ml podłoża) i wodny roztwór rodaminy B (0,1%, 1 ml na każde 100 ml podłoża).

2.
Całość pozostawić w 60(C na 10 min. Jałowe płytki Petriego napełnić otrzymaną mieszaniną i pozostawić do stężenia agaru.

Przygotowanie próby i oznaczenie aktywności

1.
W zastygniętym żelu wyciąć koncentrycznie, w jednakowych odległościach od siebie, otwory o średnicy 3 mm.

2.
W otworach umieścić od 5 do 20 l roztworów o aktywności lipazowej.

3.
Płytki inkubować przez 16 godzin w temp. 37(C. Jeżeli badane roztwory zawierały lipazy, w żelu dookoła otworów powstaną przejrzyste otoczki o średnicy zależnej od aktywności lipazowej.

Materiały i odczynniki

· tabletki zawierające ekstrakt z trzustki (Neo-pancreatinum, Panzytrat, Kreon)

· 0,9% roztwór NaCl

· 1% roztwór agaru z 0,4% NaCl, pH 7,0 

· oliwa z oliwek

· wodny roztwór rodaminy B

· jałowe płytki Petriego

9.3. Izolacja i badanie aktywności fosfolipazy D

Davidson F.M., Long C. (1958) Biochem. J. 69, 458–465.

Comfurius P., Zwaal R.F.A. (1977) Biochem. Biophys. Acta 488, 36–42.

Zasada metody


Fosfolipaza D XE "fosfolipaza D"  jest enzymem katalizującym reakcję hydrolizy reszty cholinowej fosfatydylocholiny. Produktem tej reakcji jest kwas fosfatydowy. Równocześnie enzym ten może katalizować reakcję transestryfikacji, czyli zamianę reszty choliny z fosfatydylocholiny na etanolaminę. Produktem tej reakcji jest fosfatydyloetanolamina. Produkty reakcji zarówno hydrolizy, jak i transestryfikacji można zidentyfikować w chromatografii cienkowarstwowej na żelu krzemionkowym. Sposób detekcji chromatogramu determinuje rodzaj wykrytych produktów reakcji: barwienie parami jodu uwidacznia wszystkie produkty reakcji, barwienie roztworem ninhydryny pokazuje tylko te produkty reakcji, które zawierają w cząsteczce reszty aminowe.

Postępowanie

Izolacja częściowo oczyszczonej fosfolipazy D

1.
Wewnętrzne, jasnozielone liście kapusty brukselki pociąć na małe kawałki, zalać oziębioną do 0(C wodą destylowaną i homogenizować w homogenizatorze nożycowym przez ok. 4 min. Podczas homogenizacji zarówno liście oczekujące na ten proces, jak i te, które zostały mu już poddane, należy przechowywać w łaźni lodowej.

2.
Homogenat przesączyć przez poczwórną warstwę gazy i odwirować na zimno przy 16 000g przez 20 min.

3.
Klarowny supernatant zdekantować do kolby stożkowej, doprowadzić pH do 5,5 przy pomocy 2 M HCl i umieścić w łaźni wodnej, mieszając kontrolować temperaturę wewnątrz kolby. Kiedy temperatura osiągnie wartość 53(C przenieść kolbę do łaźni lodowej.

4.
Po schłodzeniu oddzielić osad nieaktywnego białka przez wirowanie przy 16 000g przez 20 min. 

5.
Supernatant zebrać, zmierzyć jego objętość i dodać do niego podwójną ilość zimnego acetonu. Całość umieścić w lodówce. 

6.
Po 2 godzinach wytrącone białko, zawierające prawie całą aktywność enzymatyczną, odwirować przy 200g przez 10 min. 

7.
Zebrać półpłynny osad, aceton obecny w preparacie odparować przy użyciu wyparki próżniowej. Suchy preparat białka rozpuścić w zimnej wodzie destylowanej, zamrozić w temp. –70(C i poddać liofilizacji.

8.
Preparat oczyszczonego w ten sposób enzymu przechowywać w temp. –20(C. Na potrzeby eksperymentu białko zawiesić w zimnej wodzie destylowanej. 

Hydroliza fosfatydylocholiny przez fosfolipazę D – Konwersja fosfatydylocholiny (PC) do fosfatydyloetanolaminy (PE)

1.
Przygotować roztwór lecytyny z żółtka jaja w eterze etylowym o stężeniu 10 mg/ml.

2.
Do 3 ml 100 mM buforu octanowego, pH 5,8 z 100 mM CaCl2 dodać 10 mg lecytyny i energicznie wytrząsać do uzyskania emulsji.

3.
Preinkubować próby przez 15 min odpowiednio w temp. 5, 25 i 40(C, a następnie dodać 0,5–1,5 ml preparatu enzymu. Inkubować mieszaninę przez 90 min.

4.
Co 15 min pobierać z inkubatu próbkę i nanosić na płytkę krzemionkową do chromatografii cienkowarstwowej.

5.
Oprócz próbek z inkubatu, pobieranych w równych odstępach czasowych, na płytkę nanieść próbkę natywnej lecytyny, inkubatu przed dodaniem enzymu oraz, jeżeli jest taka potrzeba, etanolaminy i fosfatydyloetanolaminy (PE).

6.
Po zakończeniu inkubacji nanieść ostatnią próbkę, płytkę chromatograficzną wysuszyć strumieniem ciepłego powietrza pod dygestorium i rozwinąć chromatogram XE "chromatogram"  w układzie chloroform : metanol : kwas octowy : woda (60:20:1:4).

7.
Po zakończeniu chromatografii płytkę wyjąć, wysuszyć oraz poddać detekcji wywoływaczem nieswoistym (jod) i swoistym (0,25% ninhydryna XE "ninhydryna"  w acetonie lub butanolu, po spryskaniu płytki chromatograficzne ogrzewać w temp. ok. 100(C do wystąpienia pierwszych purpurowych plam, nie dłużej jednak niż przez 10 min).

8.
W celu sprawdzenia zdolności fosfolipazy D do konwersji PC do PE, prowadzić reakcję jak wcześniej, z tym, że do buforu inkubacyjnego przed dodaniem enzymu dodać 200 mg etanolaminy, a eksperyment prowadzić przez 45 minut. Pozostałe warunki doświadczenia bez zmian.

Materiały i odczynniki

· 200 g kapusty brukselki

· roztwór lecytyny z żółtka jaja  w eterze etylowym

· oziębiona do 0(C woda destylowana 

· 2 M HCl

· oziębiony aceton

· etanolamina

· 100 mM bufor octanowy o pH 5,8 z 100 mM CaCl2
· układ rozwijający do chromatografii cienkowarstwowej: chloroform : metanol : kwas octowy : woda (60:20:1:4)

· naczynie z jodem

· 0,25% ninhydryna XE "ninhydryna"  w acetonie lub butanolu 

· homogenizator nożycowy

· gaza

· łaźnia lodowa

· płytki do chromatografii cienkowarstwowej pokryte żelem krzemionkowym

9.4. oznaczanie aktywności fosfolipazy A2 (PLA2 XE "PLA2" ) Metodą Spektrofluorymetryczną 

Lehtonen Y.Y., Kinnunen P.K. (1995) Biophys. J. 68, 1888–1894.

Zasada metody


Fosfolipaza A2 (PLA2 XE "PLA2" ) XE "fosfolipaza A2"  jest enzymem katalizującym hydrolizę kwasu tłuszczowego w pozycji sn-2 cząsteczki fosfolipidu glicerolowego. Produktem tej reakcji jest cząsteczka lizofosfolipidu oraz wolny kwas tłuszczowy. Istnieje szereg metod monitorowania aktywności enzymatycznej PLA2, do najpopularniejszych należy monitorowanie zmian pH roztworu reakcyjnego poprzez zmianę koloru barwników indykatorowych. W drugiej powszechnie stosowanej metodzie używany jest pH-stat, czyli przyrząd utrzymujący stałe pH. W tej metodzie w miarę zakwaszania środowiska reakcyjnego, następującego podczas dysocjacji elektrolitycznej uwalnianych z fosfolipidu kwasów tłuszczowych, do próby automatycznie dodawany jest roztwór NaOH w celu utrzymania stałej wartości pH. Ilość dodanego roztworu zasady obrazuje aktywność PLA2. 

Inną metodą oznaczania aktywności PLA2 XE "PLA2"  jest zastosowanie substratu znakowanego na obydwu łańcuchach kwasów tłuszczowych znacznikiem fluorescencyjnym– np. pirenem (Rys. 9.5).

Obecny w błonie w odpowiednich stężeniach piren wykazuje tendencję do tworzenia dimerów, zwanych ekscymerami (ang. excimers), które wykazują maksimum emisji przy = 475 nm (Ex 344, Em monomerów = 375 nm).
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Rys. 9.5 Struktura chemiczna sondy fluorescencyjnej 1,2-bis-(1-pirenodekanoilo)-sn-glicero-3-fosfatydylocholiny


Dimery te mogą być tworzone zarówno pomiędzy grupami pirenowymi pochodzącymi z tej samej cząsteczki fosfolipidu (jeżeli fosfolipid jest znakowany na dwóch łańcuchach węglowodorowych), jak też pomiędzy grupami pirenowymi pochodzącymi z dwóch różnych cząsteczek fosfolipidu (jeżeli fosfolipid jest znakowany tylko na jednym łańcuchu węglowodorowym). Warunkiem powstania dimerów jest możliwość zbliżenia się reszt pirenowych do siebie, dlatego też dużą rolę w eksperymentach z użyciem tego znacznika odgrywa skład dwuwarstwy fosfolipidowej używanej do badań, a szczególnie jej płynność, a także temperatura, w jakiej prowadzone są doświadczenia.

W przypadku zastosowania tego znacznika w metodzie oznaczania aktywności PLA2 XE "PLA2"  wielkość fluorescencji mierzona jest przy = 475 nm i pochodzi od dimerów tworzonych w przeważającej większości przez reszty pirenowe zlokalizowane w obrębie tej samej cząsteczki fosfolipidu. W trakcie reakcji PLA2 uwalnia z cząsteczki fosfolipidu jeden ze znakowanych pirenem łańcuchów kwasów tłuszczowych, wskutek czego intensywność fluorescencji maleje w czasie. Krzywa kinetyczna reakcji hydrolizy fosfolipidu glicerolowego przez PLA2 posiada trzy charakterystyczne fragmenty. Pierwszy z nich charakteryzuje się stałą wartością intensywności fluorescencji i obrazuje początkowy okres niskiej aktywności enzymu – czas latencji (ang. lag-time), która wynika z braku defektów upakowania fosfolipidów dwuwarstwy. Na tym etapie PLA2 „wyrywa” z dwuwarstwy pojedyncze cząsteczki fosfolipidów, a ich nieznaczna ilość nie powoduje istotnej zmiany poziomu fluorescencji próbki. W miarę zwiększania w błonie ilości powstałych w wyniku aktywności enzymatycznej lizofosfolipidów, sposób upakowania fosfolipidów ulega zmianie, powstają liczne niejednorodności, które stymulują wiązanie enzymu do błony i nagły wzrost jego aktywności (ang. burst). Obrazuje to drugi charakterystyczny fragment krzywej kinetycznej reakcji enzymatycznej katalizowanej przez PLA2. Na wykresie jest to nagły spadek intensywności fluorescencji. Trzeci fragment charakteryzuje się ponownie brakiem istotnych zmian intensywności fluorescencji. Pomimo tego, że reakcja enzymatyczna trwa nadal, to zbyt niskie stężenie w błonie lipidów posiadających w cząsteczce reszty pirenowe powoduje, że pomiar fluorescencji przy = 475 nm nie wykazuje istotnych jej zmian.

Postępowanie

1.
Przygotować liposomy XE "liposomy" : do probówki przenieść 1 mg DPPC oraz taką objętość sondy fluorescencyjnej, aby jej stężenie w błonie wynosiło 1mol% względem DPPC, a także 300 μl chloroformu.

2.
Odparować rozpuszczalnik pod strumieniem azotu lub używając wyparki próżniowej do uzyskania suchego filmu fosfolipidowego.

3.
Film fosfolipidowy uwodnić 1 ml 50mM buforu HEPES pH 7,4 z 50 mM CaCl2 i 0,8 M KCl.

4.
Po otrzymaniu zawiesiny dużych wielowarstwowych liposomów poddać ją 20-krotnej kalibracji przez błonki poliwęglanowe o średnicy porów 100 nm w temperaturze wyższej od temperatury głównego przejścia fazowego lipidów dwuwarstwy.

5.
Przygotować próbę: do kuwety spektrofluorymetrycznej dodać 2,45 ml 50 mM buforu HEPES pH 7,4 z 50 mM CaCl2 i 0,8 M KCl i 100 μl zawiesiny liposomów.

6.
Kuwety umieścić w termostatowanej celi spektrofluorymetru. Doświadczenie prowadzić w temperaturze 37(C.

7.
Próbki inkubować w temperaturze reakcji przez 20 minut.

8.
Po tym czasie wprowadzić 15 μl PLA2 XE "PLA2"  i rozpocząć pomiar dla Ex λ = 340 nm 


i Em λ = 473 nm. Dokonywać odczytu co 3 minuty przez około 1,5–2 h.

Materiały i odczynniki

· chloroformowy roztwór DPPC

· znacznik fluorescencyjny: 1,2-bis-(1-pirenodekanoilo)-sn-glicero-3-fosfatydylo-cholina

· chloroform

· 50 mM bufor HEPES pH 7,4 z 50 mM CaCl2 i 0,8 M KCl

· wodny roztwór PLA2 XE "PLA2"  (firmy Sigma Company) o stężeniu 2,2 g/ml

9.5. Oznaczanie aktywności esterazy acetylocholinowej XE "esteraza acetylocholinowa "  w błonach erytrocytów

Ellman G.L., Courtney D., Andres D., Fatherstone R.M. (1961) Biochem.Pharmacol. 7, 88-95.

Zasada metody


Esteraza acetylocholiny jest enzymem markerowym błony erytrocytu. Hydrolizuje ona wiązanie estrowe acetylocholiny. W warunkach doświadczalnych substratem dla tego enzymu jest jodek acetylocholiny. Produkt hydrolizy jodku łączy się z kwasem ditionitrobenzoesowym (DTNB XE "DTNB" ) dając barwny produkt, który można oznaczyć spektrofotometrycznie.

Postępowanie

1.
Do kuwety spektrofotometrycznej dodać 3 ml buforu A oraz 10–100 (l badanego materiału (preparat cieni erytrocytów) oraz 100 (l DNTB.

2.
Kuwetę umieścić w spektrofotometrze i wyzerować próbę. Dodać 20 (l substratu, zarejestrować wartość absorbancji przy 412 nm w czasie „0” i po 5 min.

3.
Sporządzić próbę kontrolną, która powinna zawierać: 3 ml buforu A, 20 (l substratu i 100 (l DNTB. 

4.
Aktywność enzymatyczną preparatu wyrazić jako miarę tangensa kąta nachylenia prostoliniowego fragmentu krzywej kinetycznej prowadzonej reakcji do osi X.

5.
Innym sposobem obliczenia aktywności enzymatycznej esterazy acetylocholinowej jest obliczenie szybkości reakcji ze wzoru empirycznego: 
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Materiały i odczynniki

· bufor A: 0,1 M bufor fosforanowy (fosforany sodowe), pH 8,0

· substrat: 0,075 M jodek tioacetylocholiny, odczynnik trwały 10–15 dni przechowywany w lodówce

· DNTB: 39,6 mg rozpuścić w 10 ml 0,1 M buforu fosforanowego o pH 7,0 i dodać 15 mg diwęglanu sodu

Wstęp do technologii liposomowych


Liposomy (z greckiego ciałka lipidowe) są to pęcherzyki, w których jedna lub więcej dwuwarstw fosfolipidowych otacza przestrzeń wodną zamkniętą w obrębie struktury liposomu. Powstają one w wyniku samoorganizacji fosfolipidów w struktury lamellarne (dwuwarstwy), co w przeciwieństwie do formy monomerycznej fosfolipidów, jest procesem termodynamicznie korzystnym. Liposomy są powszechnie używanym w doświadczeniach modelem błony biologicznej oraz coraz powszechniej są wykorzystywane jako nośniki substancji bioaktywnych w medycynie i kosmetologii.

Postępowanie

Przygotowanie liposomów

1.
10–15 mg lecytyny z żółtka jaja przenieść do kolby okrągłodennej i odparować rozpuszczalnik do uzyskania jednorodnego, cienkiego filmu lipidowego.

2.
Otrzymany film lipidowy uwodnić 10 mM roztworem błękitu patentowego w 10 mM Tris-HCl o pH 7,4.

3.
Tak otrzymaną zawiesinę liposomów używać we wszystkich eksperymentach.

Rozdzielenie liposomów od niezamkniętego barwnika

1.
Otrzymane liposomy XE "liposomy"  nanieść na kolumnę do chromatografii sitowo-molekularnej (125 cm, Sephadex XE "Sephadex"  G-50 Medium) i eluować 10 mM Tris-HCl o pH 7,4, zbierając frakcję liposomów.

2.
Otrzymane liposomy XE "liposomy"  wirować w probówkach Eppendorfa 5 min przy 12 000 rpm.

3.
Po odwirowaniu osad zawiesić w 10 mM Tris-HCl o pH 7,4 i ponownie odwirować jak wcześniej. Czynność tę powtórzyć dwukrotnie.

4.
Otrzymane liposomy XE "liposomy"  oglądać pod mikroskopem.

Materiały i odczynniki

· chloroformowy roztwór lecytyny z żółtka jaja 

· 10 mM Tris-HCl o pH 7,4

· 10 mM roztwór błękitu patentowego w 10 mM Tris-HCl o pH 7,4

· kolumna Sephadex G-50 Medium (125 cm) zrównoważona 10 mM Tris-HCl, pH 7,4 XE "lipidy:metabolizm" \r "metabolizmlipidów" 

 XE "lipidy" \r "lipidy" 
10. Metody biofizyczne

10.1. Metody statystyczne

10.1.1. Kalibracja pipety automatycznej


Ćwiczenie ma na celu doświadczalne określenie rzetelności i dokładności pipety automatycznej.

Postępowanie

1.
Pobrać kolejno, za pomocą pipety automatycznej: 100, 150, 200, 300, 500, 700 i 1 000 µl wody destylowanej, każdorazowo określając na wadze analitycznej masę pobranej cieczy (M).

2.
Pomiary należy powtórzyć dwudziestokrotnie dla każdej objętości. 

Opracowanie wyników

1.
Wyniki pomiarów należy umieścić w tabeli:

	Lp.
	masa pobranej cieczy (g)

	
	M1
	M2
	M3
	M4
	M5
	M6
	M7

	1
	
	
	
	
	
	
	

	…
	
	
	
	
	
	
	

	…
	
	
	
	
	
	
	

	…
	
	
	
	
	
	
	

	20
	
	
	
	
	
	
	

	Mśrednia
	
	
	
	
	
	
	

	Objętość średnia (µl)
	
	
	
	
	
	
	


2.
Za pomocą testu Grubbsa zweryfikować (i ewentualnie odrzucić) najbardziej skrajne wyniki.
3.
W oparciu o uzyskane dane wyznaczyć rzetelność użytej pipety automatycznej oraz ocenić jej powtarzalność.

Materiały i odczynniki

· woda destylowana

· pipeta automatyczna o zakresie od 100 do 1 000 µl

· naczynie wagowe

· waga analityczna
10.1.2. Wyznaczanie krzywej standardowej związku barwnego metodą najmniejszych kwadratów


Ćwiczenie ma na celu wyznaczenie, metodą najmniejszych kwadratów, krzywej standardowej dla DCIP (dichlorofenyloindofenol).
Postępowanie

1.
W probówkach, na podstawie tabeli, sporządzić po 10 ml roztworów DCIP o różnych stężeniach molowych.

	nr probówki
	objętość 100 mM DCIP

[ml]
	H2O

[ml]
	końcowe teoretyczne stężenie DCIP

[mM]

	1
	0,5
	9,5
	5

	2
	1,0
	9,0
	10

	3
	1,5
	8,5
	15

	4
	2,0
	8,0
	20

	5
	2,5
	7,5
	25

	6
	3,5
	6,5
	35

	7
	4,5
	5,5
	45

	8
	5,0
	5,0
	50

	9
	6,0
	4,0
	60

	10
	7,0
	3,0
	70


2.
Przed przystąpieniem do pomiarów należy napełnić kuwetę wodą i przy długości fali 600 nm (A600) ustawić wartość absorpcji, wskazywaną przez spektrofotometr na 0.

3.
Z każdej probówki pobrać kolejno do kuwety spektrofotometrycznej (zaczynając od najniższego stężenia) po 1,5 ml roztworu i zmierzyć, za pomocą spektrofotometru, absorpcję przy długości fali 600 nm. Pomiar wartości absorpcji należy powtórzyć pięciokrotnie, po każdym odczycie kuwetę należy opłukać wodą i dokładnie osuszyć.

Opracowanie wyników

1.
Wyniki pomiarów należy umieścić w tabeli, wiedząc że ε dla DCIP przy λ = 600 nm wynosi 16 100 dm3 /mol cm.

	końcowe

teoretyczne

stężenie DCIP

[mM]
	A600
	końcowe stężenie DCIP wyznaczone

na podstawie A600
[mM]

	
	A1
	A2
	A3
	A4
	A5
	Aśrednia
	

	5
	
	
	
	
	
	
	

	10
	
	
	
	
	
	
	

	15
	
	
	
	
	
	
	

	20
	
	
	
	
	
	
	

	25
	
	
	
	
	
	
	

	35
	
	
	
	
	
	
	

	45
	
	
	
	
	
	
	

	50
	
	
	
	
	
	
	

	60
	
	
	
	
	
	
	

	70
	
	
	
	
	
	
	


2.
Na podstawie tabeli wykreślić, na papierze milimetrowym, krzywą dla zależności średniej absorpcji przy λ = 600 nm (y) od stężenia DCIP (x).

3.
Wyznaczyć metodą najmniejszych kwadratów prostą (krzywą standardową), podać równanie prostej regresji oraz współczynnik korelacji XE "współczynnik korelacji"  dla zależności A600nm = f (mM DCIP). Umieścić wyznaczoną krzywą standardową na wykresie przygotowanym w podpunkcie 2. Obliczenia załączyć do sprawozdania.

4.
Obliczyć odchylenie standardowe XE "odchylenie standardowe"  dla wyznaczonej krzywej wzorcowej.

Materiały i odczynniki

· 100 mM wodny roztwór DCIP (dichlorofenyloindofenol)

· 10 probówek szklanych

· pipeta automatyczna o zakresie od 100 do 1 000 µl

· pipeta automatyczna o zakresie od 1 do 5 ml

· plastikowe kuwety spektrofotometryczne o pojemności 1,5 ml

· spektrofotometr VIS

10.1.3. Wykorzystanie metody najmniejszych kwadratów do sporządzenia krzywej wzorcowej do oznaczania ilości białka metodą Bradforda

Bradford M.M (1976) Anal. Biochem. 72, 248-250.  XE "białka: oznaczanie: metoda: Bradforda " 
Postępowanie

1.
W probówkach, na podstawie tabeli, sporządzić po 9 ml roztworów, zawierających różne ilości BSA z odczynnikiem Bradforda XE "odczynnik: Bradforda" .

	nr probówki
	ilość roztworu BSA

[µl]
	H2O

[µl]
	odczynnik Bradforda

[ml]

	1
	0
	300
	2,7

	2
	15
	285
	8,7

	3
	30
	270
	

	4
	45
	255
	

	5
	60
	240
	

	6
	120
	180
	


2.
Przed przystąpieniem do pomiarów należy dodać do kuwety 3 ml roztworu z probówki 1 (próba zerowa) i przy długości fali 595 nm ustawić wartość absorpcji, wskazywaną przez spektrofotometr, na 0.

3.
Z każdej probówki pobrać kolejno do kuwety spektrofotometrycznej po 3 ml roztworu (od probówki nr 2 do nr 6) i zmierzyć, za pomocą spektrofotometru, absorpcję przy długości fali 595 nm. Pomiar wartości absorpcji należy powtórzyć trzykrotnie, po każdym odczycie kuwetę należy opłukać wodą i dokładnie osuszyć.

Opracowanie wyników

1.
Wyniki pomiarów należy umieścić w poniższej tabeli.

	µg BSA
	A595

	
	A1
	A2
	A3
	Aśrednia

	5
	
	
	
	

	10
	
	
	
	

	15
	
	
	
	

	20
	
	
	
	

	40
	
	
	
	


2.
Na podstawie tabeli wykreślić, na papierze milimetrowym, krzywą dla zależności średniej absorpcji przy λ = 595 nm (y) od ilości BSA (x). Uwzględnić, że gdy w mierzonej próbie nie ma białka, w warunkach naszego doświadczenia wartość A595nm = 0.

3.
Wyznaczyć metodą najmniejszych kwadratów prostą (krzywą standardową), podać równane prostej regresji  oraz współczynnik korelacji XE "współczynnik korelacji"  dla zależności A595nm= f (µg BSA). Umieścić wyznaczoną krzywą standardową na wykresie przygotowanym w podpunkcie 2. Obliczenia załączyć do sprawozdania.

4.
Obliczyć odchylenie standardowe XE "odchylenie standardowe"  dla wyznaczonej krzywej wzorcowej.

5.
Na podstawie krzywej wzorcowej wyznaczonej metodą najmniejszych kwadratów wyznaczyć stężenie białka i wyrazić je w mg/ml dla roztworu, którego absorpcja przy λ = 595 nm wynosi 0,42. Porównać tą wartość z wartością wyznaczoną graficznie na podstawie krzywej z punktu 2.

Materiały i odczynniki

· wodny roztwór BSA o stężeniu 1 mg/ml

· odczynnik Bradforda

· 6 probówek szklanych

· pipeta automatyczna o zakresie od 10 do 100 µl

· pipeta automatyczna o zakresie od 100 do 1 000 µl

· pipeta automatyczna o zakresie od 1 do 5 ml

· kuwety spektrofotometryczne plastikowe o pojemności 3,5 ml

· spektrofotometr VIS

10.1.4. Rozkład normalny wysokości pędów i ilości liści siewek grochu


Ćwiczenie ma na celu wykonanie rozkładu normalnego cech osobniczych dla populacji siewek grochu.

Postępowanie

1.
Zmierzyć, z dokładnością do 1 mm, wysokość pędów 100 losowo wybranych siewek grochu.

2.
Policzyć liczbę liści dla każdej rośliny z puli losowo wybranej przez prowadzącego.

Opracowanie wyników

1.
Na podstawie zebranych danych wykreślić, na papierze milimetrowym, krzywą przedstawiającą zależność liczby roślin o danej wysokości pędu a wysokością pędu.

2.
Wykonać, analogiczny do opisanego w punkcie pierwszym, wykres dla zależności liczby liści od liczby roślin posiadających daną liczbę liści.

3.
Dla wysokości pędu i liczby liści obliczyć wartość średniej populacji „µ” oraz odchylenia standardowego populacji „σ”. Na podstawie tych danych zaznaczyć na wykresach z podpunktów 1 i 2 przedział ufności XE "przedział ufności"  oraz przedziały krytyczne. Obliczyć i wyrazić w % zmienność osobniczą dla obu cech w badanej populacji grochu.

Materiały

· taca z siewkami grochu

· linijka z dokładnością do 1 mm

10.2. Wirowanie

10.2.1. Otrzymanie preparatu tylakoidów z materiału roślinnego metodą wirowania różnicowego

Postępowanie

1.
Dwutygodniowe siewki grochu obrać dokładnie z liści. Liście zważyć i umieścić w homogenizatorze kielichowym.

2.
Na każde 50 g liści dodać 250 ml zimnego (4ºC) buforu A (bufor izotoniczny). Liście dobrze zanurzyć w buforze i homogenizować przez 30 s.

3.
Uzyskany homogenat przesączyć przez fizelinę lub poczwórnie złożoną tetrę do zlewki umieszczonej w lodzie w celu usunięcia resztek niezhomogenizowanego materiału roślinnego.

4.
Z przesączu pobrać 5 ml preparatu (zawierającego chloroplasty XE "chloroplasty" ) do probówki, umieścić w lodzie i zachować do dalszych ćwiczeń. 

5.
Uzyskaną zawiesinę materiału komórkowego przenieść do schłodzonych probówek wirówkowych o pojemności 60 ml.

6.
Próbówki zrównoważyć parami. Tak przygotowany materiał wirować przez 5 minut w rotorze kątowym w temperaturze 4ºC przy obrotach zapewniających przyspieszenie rzędu 1 000g. W wyniku wirowania uzyskujemy osad chloroplastów oraz supernatant zawierający pozostałe elementy komórki.

7.
Supernatant usuwamy a osad chloroplastów zawieszamy bardzo dokładnie w 10 ml zimnego buforu B (bufor hipotoniczny), używając do tego pędzelka.

8.
Zawieszony osad przenosimy do dwóch czystych probówek wirówkowych o pojemności 60 ml, dodajemy 40 ml buforu B a następnie probówki równoważymy.

9.
W wyniku 3 minutowej inkubacji następuje pękanie chloroplastów i uwalnianie tylakoidów. Po zrównoważeniu wirujemy 30 sekund w temp. 4ºC przy przyspieszeniu wynoszącym 1 000g.

10.
Ponownie uzyskujemy osad oraz supernatant, który delikatnie i ostrożnie zlewamy do czystych probówek. Probówki równoważymy używając do tego buforu B i wirujemy kolejny raz w temp. 4ºC przy przyspieszeniu wynoszącym 3 000g przez 10 minut.

11.
Uzyskany preparat tylakoidów zachowujemy do następnego ćwiczenia cały czas trzymając go w lodzie.

Materiały i odczynniki

· dwutygodniowe siewki grochu

· bufor A do homogenizacji materiału roślinnego: 50 mM Tris-HCl pH 7,5 z 0,3 M sacharozą, 10 mM NaCl

· bufor B do przemywania: 50 mM Tris-HCl, pH 7,5 z 50 mM sacharozą, 10 mM NaCl

· probówki wirówkowe o pojemności 60 ml

· pędzel, fizelina lub tetra

· roztwory sacharozy o następujących stężeniach: 10% (w/w), 30% (w/w), 40% (w/w), 60% (w/w)

10.2.2. Skokowy gradient gęstości sacharozy

Postępowanie

1.
Do trzech zlewek odmierzyć po 20 ml roztworów sacharozy o stężeniach 30, 40 i 60%.

2.
Za pomocą pipety Pasteur`a nanieść na dno probówki wirówkowej 20 ml roztworu sacharozy o stężeniu 60% tak aby nie zwilżyć ścianek probówki nad roztworem.

3.
Następnie na roztwór 60% sacharozy nanieść pipetką 20 ml roztworu 40%. Roztwór nanosić powoli, aby warstwy sacharozy nie zmieszały się.

4.
Po naniesieniu 40% sacharozy w identyczny sposób nanosimy 20 ml roztwór 30% sacharozy.
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Rys. 10.1 Przygotowany skokowy gradient gęstości sacharozy

Materiały i odczynniki

· roztwory sacharozy o następujących stężeniach: 10% (w/w), 30% (w/w), 40% (w/w), 60% (w/w)

· pipeta Pasteur`a 
· cztery probówki szklane o pojemności 80 ml
Ciągły gradient gęstości sacharozy

Postępowanie

1.
Do dwóch zlewek przygotować po 30 ml roztworów sacharozy o stężeniach 10% (w/w) oraz 60% (w/w).

2.
Następnie roztwory sacharozy wlać do dwóch cylindrów naczyń połączonych w sposób przedstawiony na schemacie (Rys. 10.2)
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Rys. 10.2 Schemat naczyń połączonych używanych do przygotowania ciągłego gradientu gęstości

3.
W celu uzyskania gradientu włączyć mieszanie, delikatnie otworzyć zawór łączący naczynia połączone XE "naczynia połączone" , następnie rurkę odprowadzającą roztwór z naczyń połączonych umieścić na dnie próbówki wirówkowej.

4.
Delikatnie otworzyć zawór naczyń połączonych  tak aby wypływ roztworu sacharozy oscylował w granicach 1–1,5 ml/min.

5.
Po ustaleniu gradientu probówki przenosić bardzo delikatnie.

Materiały i odczynniki

· roztwory sacharozy o następujących stężeniach: 10% (w/w), 60% (w/w)

· cztery probówki szklane o pojemności 80 ml

· naczynia połączone

· mieszadło 

10.2.3. Ciągły gradient gęstości perkolu

Postępowanie

1.
Do dwóch probówek wirówkowych wykonanych z poliwęglanu o pojemności 30 ml wlać 25 ml perkolu.

2.
Następnie w celu uzyskania gradientu perkolu wirować w rotorze horyzontalnym przez 60 min przy 10 000g.

3.
W wyniku wirowania otrzymujemy gradient perkolu gotowy do rozdziału i oczyszczania chloroplastów.

Materiały i odczynniki

· perkol

· probówki wirówkowe o pojemności 30 ml, wykonane z poliwęglanu

10.2.4. Rozdział preparatu chloroplastów metodą wirowania w gradiencie gęstości

Postępowanie

1.
Na uprzednio przygotowany ciągły gradient gęstości sacharozy lub perkolu (rozdział 10.2.3 i 10.2.4) nanosimy delikatnie za pomocą pipety 2 ml preparatu chloroplastów, uzyskanego w doświadczeniu 11.2.3. Następnie próbówki po zrównoważeniu parami umieszczamy w rotorze horyzontalnym i poddajemy wirowaniu w czasie 1 godziny w temperaturze 4(C z przyspieszeniem wynoszącym 5 000g.

2.
W wyniku wirowania następuje rozdział preparatu chloroplastów na frakcje zawierające odpowiednio:

· całe tylakoidy XE "tylakoidy" 
· uszkodzone tylakoidy XE "tylakoidy" 
· błony tylakoidów

· agregaty tylakoidów

· pozostałe zanieczyszczenia

10.2.5. Rozdział preparatu tylakoidów metodą wirowania w skokowym gradiencie gęstości

Postępowanie

1.
Na uprzednio przygotowany skokowy gradient gęstości sacharozy (rozdział 10.2.2) nanosimy delikatnie za pomocą pipety 2 ml preparatu tylakoidów, otrzymanego w doświadczeniu 11.2.3.

2.
Następnie probówki po zrównoważeniu parami umieszczamy w rotorze horyzontalnym i poddajemy wirowaniu w czasie 1 godziny w temperaturze 4(C z przyspieszeniem wynoszącym 4 000g.

3.
W wyniku wirowania następuje rozdział preparatu tylakoidów na frakcje zawierające odpowiednio:

· całe tylakoidy XE "tylakoidy" 
· uszkodzone tylakoidy XE "tylakoidy" 
· błony tylakoidów

· agregaty tylakoidów

· pozostałe zanieczyszczenia

Opracowanie wyników

1.
Przedstawić na schematach wyniki wirowania w gradientach gęstości preparatów chloroplastów oraz tylakoidów.

2.
Określić wizualnie czystość oraz jednorodność każdej preparacji.

10.3. Potencjometria

10.3.1. Charakterystyka elektrody szklanej


Ćwiczenie ma na celu wyznaczenie dla elektrody szklanej zespolonej, w oparciu o wykres zależności siły elektromotorycznej (SEM XE "SEM" ) od pH, współczynnika proporcjonalności. Następnie na podstawie porównania tego współczynnika z wartością teoretyczną określenie stopnia zużycia danej elektrody.

Postępowanie

1.
Przygotować 350 ml roztworu wodnego A (0,04 M CH3COOH, H3PO4, H3BO3) oraz 150 ml 0,2 M NaOH.

2.
Na podstawie poniższej tabeli, w zlewkach o pojemności 100 ml, przygotować szereg uniwersalny buforów Brittona-Robinsona.

	nr zlewki 
	bufor A

[ml]
	0,2 M NaOH

[ml]
	H2O
	pH

(wartość teoretyczna)

	1
	50
	5
	uzupełnić do

100ml
	2,21

	2
	50
	10
	
	3,29

	3
	50
	15
	
	4,56

	4
	50
	20
	
	5,72

	5
	50
	25
	
	6,80

	6
	50
	30
	
	7,96

	7
	50
	35
	
	9,15


3.
Za pomocą elektrody szklanej zespolonej zmierzyć pH oraz wartość SEM XE "SEM"  (mV) w buforach przygotowanych na podstawie tabeli. Pomiary należy wykonać w kolejności wzrastającego pH buforu. Po każdym pomiarze elektroda powinna być dokładnie opłukana wodą destylowaną i osuszona. Dla każdego buforu powtórzyć pomiar trzykrotnie.

Opracowanie wyników

1.
Dla każdego z badanych roztworów obliczyć średnie wartości pH oraz SEM XE "SEM" . Na ich podstawie wykonać, na papierze milimetrowym, wykres zależności SEM (y) od pH (x). Następnie metodą regresji liniowej wykreślić krzywą regresji, podać równanie prostej i wyznaczyć jej kąt nachylenia (α) do osi OX.

2.
Obliczyć tangens α, czyli k, gdzie k to współczynnik proporcjonalności zależny od temperatury, k = 2,303 RT/nF i w temperaturze 25ºC ma wartość 59,1 mV.

3.
Porównać wartość k uzyskaną w oparciu o wykres z wartością teoretyczną podaną w podpunkcie 2. Iloraz wartości k wyznaczonej do wartości k teoretycznej jest wyznacznikiem zużycia elektrody. Wynik wyrazić w %.

Materiały i odczynniki

· 1 M CH3COOH

· 1 M H3PO4
· 0,2 M H3BO3
· 7 zlewek o pojemności 100 ml

· cylinder miarowy o pojemności 100 ml

· elektroda szklana zespolona

· pH-metr

10.3.2. Miareczkowanie potencjometryczne aminokwasów


Ćwiczenie ma na celu eksperymentalne wyznaczenie, metodą graficzną, pI XE "pI"  aminokwasu oraz stałej dysocjacji (pK XE "pK" ) jego grupy karboksylowej i aminowej.

Postępowanie

1.
Napełnić biuretę automatyczną 0,2 M NaOH.

2.
W zlewce o pojemności 100 ml, przygotować 20 ml 50 mM wodnego roztworu cysteiny i/lub histydyny i doprowadzić go za pomocą 1 M HCl do pH ~ 2,0.

3.
Umieścić roztwór na mieszadle magnetycznym, zanurzyć w nim elektrodę szklaną zespoloną (podłączoną do pH-metru) i za pomocą biurety automatycznej dodawać po 0,1 ml 0,2 M NaOH. Po każdorazowym dodaniu objętości zasady odczytać wskazanie pH. Pomiary można zakończyć, gdy pH miareczkowanego roztworu będzie ≥ 12.

Opracowanie wyników

1.
Wyniki pomiarów należy umieścić w tabeli:

	nr
	0,2 M NaOH

[ml]
	wartość pH

	1
	0
	~ 2,00

	2
	0,1
	…

	…
	…
	…

	n
	…
	~ 12,00


2.
Na podstawie tabeli sporządzić, na papierze milimetrowym, wykres zależności pH (y) od objętości dodanego NaOH (x).

3.
W oparciu o wykonany wykres wyznaczyć metodą graficzną wartości: pI; pK XE "pK"  grupy   α-karboksylowej; pK grupy α-aminowej; oraz pK grupy bocznej (–SH lub imidazolowej) miareczkowanego aminokwasu.

4.
Porównać uzyskane wartości z teoretycznymi.

Materiały i odczynniki

· 50 mM wodny roztwór cysteiny lub histydyny

· 1 M HCl

· 0,2 M NaOH

· biureta automatyczna

· elektroda szklana zespolona

· pH-metr

Wyznaczanie pojemności buforowych dla buforów o różnych wartościach pH


Celem ćwiczenia jest określenie zależności pojemności buforowej od stosunku stężeń składników buforu.

Postępowanie

1.
Napełnić biuretę automatyczną 0,1 M NaOH lub 0,1 M HCl.

2.
Przygotować w cylindrach miarowych, na podstawie tabeli, po 100 ml buforów octanowych. Następnie sprawdzić pehametrycznie wartość pH każdego ze sporządzonych buforów.

	bufor nr
	0,2 M CH3COONa

[ml]
	0,2 M CH3COOH

[ml]
	H2O
	pH

(wartość teoretyczna)

	1
	3,75
	46,25
	uzupełnić

do 100ml
	3,6

	2
	13,25
	36,75
	
	4,2

	3
	24,50
	25,50
	
	4,6

	4
	35,00
	15,00
	
	5,0

	5
	45,50
	4,50
	
	5,6


3.
Przygotowane bufory miareczkować potencjometrycznie za pomocą 0,1 M HCl lub 0,1 M NaOH. W tym celu do zlewki, o pojemności 50 ml, należy pobrać 25 ml danego buforu. Zlewkę z buforem umieścić na mieszadle magnetycznym, zanurzyć w buforze elektrodę szklaną zespoloną i za pomocą biurety automatycznej dodawać po 0,1 ml, 0,1 M NaOH lub 0,1 M HCl. Po każdorazowym dodaniu titranta zanotować wskazania pH-metru. Pomiar należy zakończyć, gdy wartość pH buforu zmieni się o jedną jednostkę. Pomiar należy powtórzyć trzykrotnie dla każdego buforu.

Opracowanie wyników

1.
Wyniki pomiarów należy umieścić w tabeli:

	bufor nr
	objętość titranta potrzebna

do zmiany wartości pH o jednostkę

[ml]

	
	V1
	V2
	V3
	Vśrednia

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	3
	
	
	
	

	4
	
	
	
	

	5
	
	
	
	


2.
Dla każdego miareczkowania sporządzić, na papierze milimetrowym wykres zależności pH (y) od objętości dodanego titranta (x).

3.
W oparciu o tabelę policzyć pojemności buforowe dla badanych buforów, następnie sporządzić wykres zależności pojemności buforowej (y) od pH buforu (x).

4.
Opisać zaobserwowaną zależność między stosunkiem stężeń składników buforu i jego pH a pojemnością buforową.

Materiały i odczynniki

· 0,2 M CH3COONa

· 0,2 M CH3COOH

· 0,1 M HCl

· 0,1 M NaOH

· mieszadło magnetyczne

· biureta automatyczna

· elektroda szklana zespolona

· pH-metr

10.3.3. Wyznaczanie pojemności buforowej dla buforów o różnym stężeniu


Celem ćwiczenia jest określenie zależności pojemności buforowej od stężenia buforu.

Postępowanie

1.
Napełnić biuretę automatyczną 0,05 M NaOH lub 0,05 M HCl.

2.
Przygotować w cylindrze miarowym, na podstawie poniższej tabeli, 100 ml buforu wyjściowego A (0,1 M bufor octanowy).

	bufor
	0,1 M CH3COONa

[ml]
	0,1 M CH3COOH

[ml]
	stężenie molowe buforu

	A
	50
	50
	0,1 M


3.
Korzystając z buforu wyjściowego A, na podstawie poniższej tabeli, sporządzić po 100 ml buforów o stężeniu 0,02 M i 0,004 M.

	stężenie buforu
	bufor A

[ml]
	H2O

	0,02 M
	20
	uzupełnić do 100ml

	0,004 M
	4
	


4.
Przygotowane bufory miareczkować potencjometrycznie za pomocą 0,05 M HCl lub 0,05 M NaOH. W tym celu do zlewki o pojemności 50 ml należy pobrać 25 ml danego buforu. Zlewkę z buforem umieścić na mieszadle magnetycznym, zanurzyć w buforze elektrodę szklaną zespoloną i za pomocą biurety automatycznej dodawać po 0,1 ml, 0,05 M NaOH lub 0,05 M HCl. Po każdorazowym dodaniu titranta zanotować wskazania pH-metru. Pomiar należy zakończyć, gdy wartość pH buforu zmieni się o jedną jednostkę. Pomiar należy powtórzyć trzykrotnie dla każdego buforu. 

Opracowanie wyników

1.
Wyniki pomiarów należy umieścić w tabeli:

	stężenie

buforu
	objętość titranta potrzebna

do zmiany wartości pH o jednostkę

[ml]

	
	V1
	V2
	V3
	Vśrednia

	0,1 M
	
	
	
	

	0,02 M
	
	
	
	

	0,004 M
	
	
	
	


2.
Dla każdego miareczkowania sporządzić na papierze milimetrowym wykres zależności pH (y) od objętości dodanego titranta (x).

3.
W oparciu o tabelę policzyć pojemności buforowe dla badanych buforów.

4.
Opisać zaobserwowaną zależność między stężeniem buforu a pojemnością buforową.

Materiały i odczynniki

· 0,1 M CH3COONa

· 0,1 M CH3COOH

· 0,05 M HCl

· 0,05 M NaOH

· mieszadło magnetyczne

· biureta automatyczna

· elektroda szklana zespolona

· pH-metr

10.4. Spektroskopia XE "spektroskopia"  i spektrofluorymetria XE "spektrofluorymetria" 
10.4.1. Wyznaczanie stężenia roztworu na podstawie prawa Lamberta-Beera


Ćwiczenie ma na celu zapoznanie się z praktycznym wykorzystaniem prawa Lamberta-Beera do wyznaczania stężenia substancji w roztworze oraz graficznym obrazem widma w funkcji stężenia.

Postępowanie

1.
Przygotować 50 ml roztworu DCIP o stężeniu 100 mM.

2.
W probówkach, na podstawie przedstawionej niżej tabeli, sporządzić po 10 ml roztworów DCIP o różnych stężeniach molowych.

	nr probówki
	ilość 100 mM DCIP

[ml]
	H2O

[ml]

	1
	0,15
	9,85

	2
	0,30
	9,70

	3
	0,50
	9,50

	4
	0,75
	9,25

	5
	1,00
	9,00

	6
	1,25
	8,75

	7
	1,50
	8,50

	8
	1,75
	8,25

	9
	2,00
	8,00

	10
	2,50
	7,50


Część A

1.
Przed przystąpieniem do pomiarów należy napełnić kuwetę wodą do objętości 2/3 i ustawić wartość absorpcji przy długości fali 600 nm (A600), wskazywaną przez spektrofotometr na 0 (zerowanie aparatu).

2.
Kolejno pobrać do kuwety spektrofotometrycznej, zaczynając od najniższego stężenia, po 1,5 ml roztworu z każdej probówki i zmierzyć, za pomocą spektrofotometru, absorpcję przy długości fali 600 nm. Pomiar wartości absorpcji należy powtórzyć trzykrotnie, po każdej zmianie stężenia kuwetę należy opłukać wodą i dokładnie osuszyć.

Opracowanie wyników

1.
Wyniki pomiarów należy umieścić w tabeli, molowy współczynnik absorpcji XE "molowy współczynnik absorpcji, ε "  dla DCIP – ε przy λ = 600 nm wynosi 16 100 dm3 /mol cm.

	końcowe

teoretyczne

stężenie DCIP

[mM]
	A600
	końcowe stężenie DCIP

wyznaczone

na podstawie A600

[mM]

	
	A1
	A2
	A3
	Aśrednia
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


2.
Na podstawie tabeli wykreślić, na papierze milimetrowym, krzywą dla zależności stężenia DCIP (x) od absorpcji średniej przy λ = 600 nm (y).

3.
Obliczyć odchylenie standardowe XE "odchylenie standardowe"  dla wyznaczonej krzywej wzorcowej i przedstawić je na wykresie.

4.
Porównać wyniki teoretyczne z wynikami pomiarowymi, a następnie przeprowadzić dyskusję błędu zwracając uwagę na dokładność i błąd aparatu oraz błędy wynikające z własnej pracy.

Część B

1.
Przed przystąpieniem do pomiarów widm należy napełnić kuwetę wodą do objętości 2/3 i wyznaczyć linię podstawową dla wartość absorpcji przy długości fali od 300 do 600 nm, wskazywaną przez spektrofotometr na 0 (zerowanie aparatu).

2.
Kolejno pobrać do kuwety spektrofotometrycznej, zaczynając od najniższego stężenia, po 1,5 ml roztworu z każdej probówki i wyznaczyć widmo absorpcji za pomocą spektrofotometru, przy długościach fali od 300 do 600 nm. Pomiary wykonać tak, aby wszystkie wykresy zależności absorpcji (A) od stężenia można było przedstawić na jednym wykresie (technika pomiarów zależy od posiadanego spektrofotometru).

3.
Pomiary wykonać przy kilku czasach odczytu absorpcji (szybkość skanowania widma).

4.
Obliczyć stężenia molowe DCIP w poszczególnych probówkach na podstawie prawa Lamberta-Bera.

5.
Wyznaczyć współczynnik kalibracji (f), wartość absorpcji roztworu 1% (A1%) oraz średnią wartość współczynnika właściwego absorpcji (k) dla roztworu DCIP wraz z odchyleniem standardowym.

Materiały i odczynniki

· 100 mM DCIP

· woda destylowana

· 10 probówek szklanych

· pipeta automatyczna o zakresie od 100 do 1 000 µl

· pipeta automatyczna o zakresie od 1 do 5 ml

· kuwety spektrofotometryczne plastikowe o pojemności 1,5 ml i drodze optycznej równej 1 cm

· spektrofotometr VIS do pomiarów punktowych oraz do pomiarów widma w zakresie od 300 do 800 nm

10.4.2. Wpływ pH oraz potencjału redoks na parametry spektralne związków chemicznych

10.4.2.1.  Wpływ potencjału redoks na parametry spektralne związków chemicznych


Ćwiczenie ma na celu przedstawienie przykładów, w jaki sposób związki posiadające właściwości oksydo–redukcyjne mogą wpływać na właściwości spektralne związków chemicznych.
Postępowanie

1.
Przygotować po 25 ml następujących roztworów: 0,5% (w/w) roztwór 2,6 dichlorofluoresceiny, 0,1% (w/w) roztwór manganianu (VII) potasu (nadmanganian potasu) oraz 1% (w/w) roztwór heksacyjanożelazianu (III) potasu (żelazicyjanek potasu), 100 mM roztwór DCIP.

2.
W probówkach, na podstawie tabeli sporządzić, po 10 ml różnych rozcieńczeń roztworów wyjściowych.

	nr

probówki
	odczynnik
	ilość

[ml]
	H2O

[ml]
	dodatek

	1
	2,6 dichlorofluoresceina
	5 l
	10 ml
	brak

	2
	2,6 dichlorofluoresceina
	10 l
	
	40 l 1 M HCl

	3
	manganian (VII) potasu
	120 l
	
	brak

	4
	manganian (VII) potasu
	150 l
	
	100 l

1% kwasu

askorbinowego

	5
	heksacyjanożelazian (III) potasu 
	40 l
	
	brak

	6
	heksacyjanożelazian (III) potasu 
	80 l
	
	100 l

1% kwasu

askorbinowego

	7
	DCIP
	1 ml
	
	brak

	8
	DCIP
	1 ml
	
	10 l 1 M HCl


3.
Przed przystąpieniem do pomiarów należy napełnić kuwetę wodą do objętości 2/3 i ustawić wartość absorpcji przy długości fali od 300 do 800 nm, wskazywaną przez spektrofotometr na 0 (zerowanie aparatu).

4.
Zmierzyć za pomocą spektrofotometru absorpcję w zakresie od 300 do 800 nm dla każdej przygotowanej próby.

Opracowanie wyników

1.
Opisać za pomocą równań reakcje chemiczne zachodzące w każdej z badanych prób.

2.
Na podstawie równań reakcji chemicznych określić wpływ dodatku oraz opisać jak zmienia on parametry spektralne danego odczynnika.

Materiały i odczynniki

· 10 probówek szklanych

· pipeta automatyczna o zakresie od 100 do 1 000 µl

· pipeta automatyczna o zakresie od 1 do 5 ml

· kuwety spektrofotometryczne plastikowe o pojemności 1,5 ml i drodze optycznej równej 1 cm

· spektrofotometr VIS do pomiarów widma w zakresie od 300 do 800 nm

10.4.2.2.  Wpływ pH na parametry spektralne związków chemicznych


Ćwiczenie ma na celu przedstawienie w jaki sposób pH może wpływać na właściwości spektralne związków chemicznych, szczególnie dla wskaźników kwasowo-zasadowych, których przykładem jest czerwień fenolowa.

Postępowanie

1.
Przygotować 10 ml 0,1% (w/w) roztworu czerwieni fenolowej.

2.
W probówkach, na podstawie tabeli,  sporządzićnastępujące układy pomiarowe:

	nr

probówki
	Odczynnik A
	ilość

[ml]
	Odczynnik B
	ilość

[ml]
	Czerwień fenolowa [ml]
	pH

	1
	50 mM Na2B4O7
	3
	0,1 mol KOH
	2
	150 l
	9,97

	2
	50 mM Na2B4O7
	4,25
	0,1 mol HCl
	0,75
	150 l
	9,01

	3
	50 mM Na2B4O7
	2,75
	0,1 mol HCl
	2,25
	150 l
	7,94

	4
	66 mM KH2PO4
	2
	66 mM Na2HPO4
	3
	150 l
	6,98

	5
	66 mM KH2PO4
	2,5
	66 mM Na2HPO4
	2,5
	150 l
	6,81

	6
	66 mM KH2PO4
	3,5
	66 mM Na2HPO4
	1,5
	150 l
	6,47

	7
	66 mM KH2PO4
	4,5
	66 mM Na2HPO4
	0,5
	150 l
	5,91

	8
	0,2 M CH3COOH
	1,5
	0,2 M CH3COONa
	3,5
	150 l
	5,0


3.
Przed przystąpieniem do pomiarów należy ustawić wartość absorpcji przy długości fali od 300 do 800 nm, wskazywaną przez spektrofotometr na 0 (zerowanie aparatu).

4.
Zmierzyć za pomocą spektrofotometru absorpcję w zakresie od 300 do 800 nm dla każdej przygotowanej próby.

Opracowanie wyników

1.
Wyznaczyć długości fali przy jakich krzywe absorpcji tworzą punkty izobestyczne.

2.
Wykreśl krzywą zależności absorbancji przy 615 nm od pH, określ w jakim punkcie tej krzywej połowa związku występuje w formie zasadowej a jaka w kwasowej.

3.
Wyznacz pK XE "pK"  dla czerwieni fenolowej.

Materiały i odczynniki 

· czerwień fenolowa

· 0,2 M CH3COONa

· 0,2 M CH3COOH

· 0,1 M KOH

· 0,1 M HCl

· 50 mM Na2B4O7
· 66 mM KH2PO4
· 66 mM Na2HPO4
· 8 probówek szklanych

· pipeta automatyczna o zakresie od 100 do 1 000 µl

· pipeta automatyczna o zakresie od 1 do 5 ml

· kuwety spektrofotometryczne plastikowe o pojemności 4,0 ml i drodze optycznej równej 1 cm

· spektrofotometr VIS do pomiarów widma w zakresie od 300 do 800 nm

10.4.3. Spektrofotometryczna analiza jakościowa


Ćwiczenie ma na celu zapoznanie się z przykładem spektroskopowej analizy jakościowej związków chemicznych oraz prawem addytywności absorpcji.

Postępowanie

1.
W probówkach, na podstawie tabeli, sporządzić po 10 ml następujących rozcieńczeń roztworów wyjściowych otrzymanych od prowadzącego ćwiczenia.

	nr probówki
	odczynnik
	ilość

[ml]
	H2O

[ml]

	1
	czerń naftalenowa
	60 l
	dopełnić do 10 ml

	2
	2,6 dichlorofluoresceina
	10 l
	

	3
	rodamina
	12 l
	

	4
	manganian (VII) potasu
	150 l
	

	5
	zieleń malachitowa
	25 l
	

	6
	heksacyjanożelazian (III) potasu 
	50l
	

	7
	tionina
	30 l
	

	8
	DCIP
	1 ml
	

	9
	octan miedzi (II)
	3 ml
	

	10
	indywidualna próba otrzymana od prowadzącego ćwiczenia
	ustalić doświadczalnie rozcieńczenie


2.
Do pomiarów odpipetowywać do kuwety po 1,5 ml roztworu.

3.
Wyzerować spektrofotometr na wodę.

4.
Zarejestrować widmo absorpcji każdej przygotowanej próby w zakresie od 300 do 800 nm.

Opracowanie wyników

1.
Dla próby indywidualnej zarejestrować pomiary w taki sposób, aby wszystkie charakterystyczne maksima absorpcji były widoczne.

2.
Na podstawie wszystkich zarejestrowanych widm określić skład próby indywidualnej.

· w próbie tej może znajdować się także substancja nieoznaczona spektrofotometrycznie podczas ćwiczenia;

· dla substancji nieznanej określić parametry spektralne (maksimum i minimum absorpcji).

Spektrofluorymetria


Ćwiczenie ma na celu przedstawienie zależności pomiędzy widmem absorpcji oraz widmem fluorescencji oraz w jaki sposób wyznacza się i co to jest widmo wzbudzenia fluorescencji.

Postępowanie

1.
W probówkach, na podstawie tabeli, sporządzić po 5 ml następujących rozcieńczeń roztworów wyjściowych.

	nr probówki
	Odczynnik
	ilość [ml]
	H2O [ml]

	1
	2,6-dichlorofluoresceina
	10 l
	dopełnić do 5 ml 

	2
	2,6-dichlorofluoresceina
	150 l
	

	3
	2,6-dichlorofluoresceina
	450 l
	

	4
	rodamina
	20 l
	

	5
	ekstrakt chlorofili z liści grochu
	2 ml
	dopełnić 80% acetonem do 4 ml


2.
Dla prób 1, 4, 5 zarejestrować widma absorpcji w zakresie od 300 do 800 nm. Pobierając do kuwet po 1,5 ml roztworu.

3.
Określić, przy jakiej długości fali związki te posiadają maksima absorpcji.

4.
Wyznaczyć na podstawie widm absorpcji, przy jakiej długości fali należy wzbudzać dany związek, aby uzyskać maksymalną fluorescencję.

5.
Zarejestrować widma fluorescencji w zakresie od 400 do 700 nm dla wszystkich prób w kuwetach o pojemności 2 ml.

6.
Przeprowadzić próbę wygaszania fluorescencji w próbie 1 dodając do niej 20 l 1N HCl i zarejestrować widmo fluorescencji.

Opracowanie wyników

1.
Opisać zależność pomiędzy widmem absorpcji i fluorescencji, wyznaczyć maksimum fluorescencji, podać prawo, jakie opisuje te zjawisko.

2.
Przedstawić mechanizm wygaszania fluorescencji dla fluoresceiny.

3.
Wyjaśnić, dlaczego natężenie fluorescencji mierzone w tych samych warunkach dla prób nr 2 i 3 jest niższe niż dla próby nr 1.

Materiały i odczynniki

· 0,5% (w/w) roztwór 2,6-dichlorofluoresceiny

· acetonowy ekstrakt chlorofilu z liści grochu

· 0,25% (w/w) roztwór rodaminy

· kuwety do pomiarów spektrofotometrycznych oraz fluorymetrycznych wykonane z metaakrylu

· kuweta kwarcowa

· pipeta automatyczna o zakresie od 20 do 200 l

11. BIOFIZYKA 

11.1. Badanie wybranych właściwości związków amfifilo-wych i ich agregatów


Związki amfifilowe (amfipatyczne) są to substancje chemiczne zawierające w obrębie swojej cząsteczki dwa regiony o przeciwstawnym charakterze. Jeden z nich, tzw. grupa hydrofilowa, zawiera wiązania kowalencyjne spolaryzowane lub jonowe, co powoduje zmianę organizacji dipoli wody dookoła takiego regionu i prowadzi do powstania termodynamicznie korzystnych oddziaływań pomiędzy cząsteczkami wody a tym regionem, ta część cząsteczki dobrze rozpuszcza się w wodzie. Oddziaływania pomiędzy regionem hydrofilowym cząsteczki amfifilu i cząsteczkami wody są samorzutne i silne (region hydrofilowy posiada ściśle związaną otoczkę hydratacyjną). Drugi z tych regionów, tzw. grupa hydrofobowa zawiera wiązania kowalencyjne bardzo słabo spolaryzowane lub niespolaryzowane, co powoduje brak oddziaływania cząsteczek wody z tym regionem cząsteczki związku amfifilowego. Rozpuszczanie tej części cząsteczki w roztworach polarnych jest zależne od jej wielkości i zawsze wymaga dostarczenia energii do układu, jest więc niekorzystne termodynamicznie. Wypadkowa zdolność związku amfifilowego do rozpuszczania się w roztworach wodnych zależy od proporcji wielkości części hydrofilowej i hydrofobowej cząsteczki. Zależność tę określa wartość tzw. równowagi hydrofilowo-lipofilowej, czyli wartość HLB XE "HLB"  (Hydrophilic-Lipophilic Balance). Jeżeli część hydrofilowa jest większa od części hydrofobowej, wartość HLB związku jest wysoka, związek wykazuje preferencję do rozpuszczania w roztworach polarnych i bardzo słabo rozpuszcza się w roztworach niepolarnych. Jeżeli proporcje są odwrotne, wówczas wartość HLB związku jest niska, a związek rozpuszcza się lepiej w środowisku niepolarnym, natomiast w środowisku polarnym rozpuszcza się w niewielkim stopniu lub wcale. Wartość HLB ma szczególne znaczenia przy dobieraniu związku amfifilowego jako emulsyfikatora (związki o charakterze amfipatycznym posiadają zdolność emulgacji substancji hydrofobowych) przy tworzeniu emulsji. Wartość HLB decyduje wówczas o rodzaju powstającej emulsji. 

Wynikiem niezupełnego rozpuszczania się związków amfifilowych w roztworach wodnych jest tworzenie przez nie w tych roztworach różnego typu agregatów, które umożliwiają mieszanie się cząsteczek związku z wodą w sposób termodynamicznie korzystny. Z reguły, agregaty te są zbudowane w sposób minimalizujący kontakt regionów hydrofobowych związku amfifilowego z polarnymi cząsteczkami wody. Generalnie, cząsteczki związku amfifilowego w roztworze wodnym występują w postaci monomerycznej, będącej w równowadze z różnego typu strukturami agregacyjnymi. Typ struktury agregacyjnej, w jakiej występuje dany związek, jest zależny od jego stężenia, parametrów fizykochemicznych roztworu (temperatury, siły jonowej, pH, obecności emulsyfikatorów) oraz od budowy jego cząsteczki. Najwyższe osiągalne stężenie związku, przy którym występuje on w postaci monomerycznej nosi nazwę krytycznego stężenia micelizacji (CMC XE "CMC" ) i jest jednym z podstawowych parametrów cząsteczek wyznaczających właściwości związku amfipatycznego. Poniżej tego stężenia związek występuje w roztworze w postaci monomerów (stanowi roztwór rzeczywisty), natomiast powyżej związek występuje w postaci monomerów będących w równowadze ze strukturami agregacyjnymi. CMC związku ma zawsze wartość stałą, co oznacza, że jeżeli związek amfifilowy XE "związek amfifilowy"  o stężeniu wyższym od CMC będzie miał możliwość wbudowania do dwuwarstwy fosfolipidowej (zdolne do tego są tylko monomery) lub zostanie usunięty z roztworu metodą dializy, to pewna część jego miceli ulegnie rozpadowi w celu odtworzenia stałego stężenia postaci monomerycznej związku amfifilowego (zgodnie ze stałą równowagi procesu dla tego związku).

Literatura uzupełniająca

Helenius A., Simons K. (1975) Biochem. Biophys. Acta 415, 29-79

Helenius A., McCaslin D.M., Fries E., Tanford C. (1979) Metods in Enzymology vol. 56, Acad. Press, New York, 734-748.

11.1.1. Wyznaczanie krytycznego stężenia micelizacji związków amfifilowych
11.1.1.1. Spektrofluorymetryczne wyznaczanie CMC XE "CMC"  związków amfifilowych 

Zasada metody 


Związki amfifilowe po osiągnięciu pewnego stężenia, zwanego krytycznym stężeniem micelizacji (CMC XE "CMC" ), tworzą w roztworach polarnych struktury agregacyjne pozostające w równowadze z formą monomeryczną związku. Podstawową strukturą agregacyjną są zwykle micele XE "micele" , czyli kuliste lub owalne agregaty cząsteczek związku amfifilowego. Micele zbudowane są w ten sposób, że części hydrofilowe cząsteczek amfifilowych znajdują się w zewnętrznej części miceli i kontaktują się z cząsteczkami wody, natomiast regiony hydrofobowe są zamknięte wewnątrz agregatu, tworząc tam środowisko hydrofobowe. Promień miceli jest w przybliżeniu równy dwukrotnej długości cząsteczki związku amfifilowego. W skład miceli wchodzi stała ilość cząsteczek związku, zwana liczbą agregacji. Wielkość ta jest charakterystyczna dla danego typu amfifilu i zależy od budowy jego cząsteczki. 

Fluorescencja pewnych znaczników fluorescencyjnych jest uzależniona od polarności środowiska, w jakim znajdują się ich cząsteczki. Część stosowanych związków fluorescencyjnych wykazuje intensywną fluorescencję w roztworach polarnych (np. Rodamina 6G), przy zmianie polarności roztworu (np. podczas wbudowywania się cząsteczek związku do powstających powyżej CMC XE "CMC"  miceli) fluorescencja próby maleje. Inne ze stosowanych znaczników wykazują natomiast wzrost intensywności fluorescencji dopiero podczas zamykania ich cząsteczek w powstających micelach związków amfifilowych (sól magnezowa kwasu 8-naftaleno-1-sulfonowego-ANS XE "ANS" , difenyloheksatrien- DPH). Cząsteczki tych związków wykazują wyraźnie amfifilowy lub wręcz hydrofobowy charakter. Mimo podobnych podstaw teoretycznych eksperymentów, obserwuje się jednak różnice w wartościach wyznaczonych doświadczalnie CMC związków amfifilowych przy użyciu sond fluorescencyjnych amfifilowych (ANS) i hydrofobowych (DPH), co wynika ze sposobu ich wbudowywania do wnętrza powstających miceli.

Postępowanie

Wyznaczanie krytycznego stężenia micelaryzacji z wykorzystaniem ANS XE "ANS"  lub rodaminy 6G

Horowitz P. J. (1977) Coll. Interface Sci. 61, 197-198. 

1.
W czystych i suchych probówkach umieścić po 2 ml 10 M wodnego roztworu ANS XE "ANS"  lub rodaminy 6G. 

2.
Do probówek dodać wzrastające ilości badanego związku amfifilowego, tak aby jego stężenie w próbach zawierało się w zakresie 2-30 mM (zakres stężeń jest zależny od hydrofobowości związku, podane powyżej wartości stężeń mają znaczenie wyłącznie orientacyjne). Zawartość probówek dokładnie wymieszać. 

3.
Dokonać pomiaru intensywności fluorescencji prób dla: ANS XE "ANS"  (Ex 370 nm i Em 470-490 nm) oraz rodaminy 6G (Ex 480 nm i Em 550 nm) natychmiast po wymieszaniu oraz po 30-45 minutach (po ustaleniu stanu równowagi dynamicznej monomery- micele XE "micele"  w roztworze). Próba ślepa powinna zawierać wyłącznie barwnik. Jeżeli badany związek nie rozpuszcza się w wodzie, identyczny eksperyment należy przeprowadzić dla stosowanych stężeń używanego rozpuszczalnika. W tym przypadku intensywność fluorescencji ANS zmierzoną dla roztworów badanego związku należy pomniejszyć o intensywność fluorescencji ANS uzyskanej pod wpływem dodania odpowiednich ilości użytego rozpuszczalnika. 

4.
Wykreślić zależność względnej fluorescencji barwnika fluorescencyjnego od stężenia badanego związku amfifilowego. Z wykresu wyznaczyć CMC XE "CMC"  badanego związku amfifilowego.

Wyznaczanie krytycznego stężenia micelaryzacji z wykorzystaniem DPH. 

Zhang X., Jackson J. K., Burt H. M. (1996) J. Biochem. Biophys. Methods 31, 145-150.

Postępowanie podobne jak w doświadczeniu z wykorzystaniem ANS XE "ANS" . Zamiast 10 M roztworu ANS należy użyć 5 M roztwór DPH (Ex 360 nm, Em 430 nm). 

Materiały i odczynniki

· 10 M wodny roztwór ANS XE "ANS"  (sól magnezowa kwasu 8-naftaleno-1-sulfonowego)

· 10 M wodny roztwór rodaminy 6G

· 5 M roztwór DPH (difenyloheksatrien)- przygotować metanolowy roztwór DPH o stężeniu 2 mg/ml, a następnie przenieść odpowiednią objętość otrzymanego roztworu do wody destylowanej do uzyskania stężenia 5 M

· wodne lub metanolowe roztwory związków amfifilowych

11.1.1.2. Wyznaczanie CMC XE "CMC"  związków amfifilowych przez pomiar zmian ciśnienia powierzchniowego roztworu

Devinsky F., Masarova J., Lacko I. (1986) J. Colloid Intern. Sci. 114, 314-322.

Zasada metody 


Struktury agregacyjne tworzące się w polarnych roztworach związków amfifilowych to przede wszystkim micele XE "micele"  obecne w roztworze oraz monowarstwy powstające na granicy faz woda-powietrze. Monowarstwa związku amfifilowego zbudowana jest z jednej warstwy cząsteczek ułożonych częściami hydrofilowymi w kierunku roztworu wodnego (regiony hydrofilowe ulegają hydratacji) oraz częściami hydrofobowymi w kierunku powietrza (umożliwia to minimalizację kontaktu tych regionów cząsteczek z dipolami wody). Związki amfifilowe, jako substancje powierzchniowo czynne posiadają zdolność obniżania napięcia powierzchniowego wody (roztworu wodnego). Wraz ze wzrostem stężenia związku amfifilowego w roztworze rośnie też wartość ciśnienia powierzchniowego roztworu (ciśnienie powierzchniowe XE "ciśnienie powierzchniowe"  roztworu definiujemy jako różnicę pomiędzy napięciem powierzchniowym czystego roztworu wodnego i tego samego roztworu zawierającego związek powierzchniowo czynny).

Postępowanie 

1.
Przygotowanie tensjometru: do naczynia teflonowego dodać stałą objętość buforu subfazowego, na ramieniu tensjometru powierzchniowego zawiesić płytkę Wilhelmiego i opuścić ją w taki sposób, aby swoją dolną krawędzią dotykała powierzchni buforu. Odczytać wartość ciśnienia powierzchniowego i poczekać do momentu jego ustabilizowania. 

2.
Po ustabilizowaniu wartości ciśnienia powierzchniowego dodawać porcjami roztwór badanego związku i dokonywać odczytu wartości na mierniku wartości po 5 minutach od dodania każdej porcji. 

3.
Za kontrolę należy przyjąć wartość ciśnienia powierzchniowego samego rozpuszczalnika, w którym znajdował się badany związek. 

4.
Wykonać wykres zależności ciśnienia powierzchniowego od stężenia molowego badanego związku. Z wykresu wyznaczyć wartość CMC XE "CMC"  badanego związku. 

Materiały i odczynniki 

· bufor subfazowy: 10 mM Tris-HCl o pH 7,4 

· wodne lub metanolowe roztwory badanych związków amfifilowych 

· płytki Wilhelmiego (standaryzowane paski bibuły o szerokości 10 mm i długości 23 mm)

· tensjometr powierzchniowy z naczyniem teflonowym

11.1.2. Oddziaływanie związków amfifilowych z dwuwarstwą fosfolipidową


Jedną z grup związków amfifilowych są detergenty XE "detergenty"  i związki detergentopodobne (ang. detergents like substances). Wykazują one zdolność do emulgacji związków hydrofobowych, to znaczy do tworzenia z nimi mieszanych miceli, co umożliwia jednorodne zawieszenie tych zwykle nierozpuszczalnych w wodzie związków w roztworach polarnych (wodnych). Inną właściwością detergentów jest ich zdolność do wbudowywania się do dwuwarstwy fosfolipidowej i zmiany jej właściwości fizykochemicznych (płynności, stabilności, przepuszczalności dla nieelektrolitów i jonów). Wielkość zmian wywoływanych przez detergenty w błonie jest zależna od ich stężenia w dwuwarstwie. W tzw. stężeniu sublitycznym, czyli tak niskim stężeniu, w którym nie posiadają zdolności do solubilizacji błony, wbudowują się do dwuwarstwy i stabilizują błonę w przypadku lizy osmotycznej. W tzw. stężeniu litycznym wywołują solubilizację, czyli rozpad dwuwarstwy fosfolipidowej, powodując jej przejście w postać mieszanych miceli detergentowo- fosfolipidowych.

Zdolność wbudowywania się cząsteczek związków amfifilowych z roztworu do dwuwarstwy nie jest cechą charakterystyczną jedynie dla detergentów, ale właściwą wszystkim związkom amfifilowym o wysokiej wartości współczynnika podziału oraz o odpowiednim efektywnym kształcie cząsteczki. Współczynnik podziału oktanol : woda (log Po/w), parametr określający zdolność preferencyjnego wbudowywania się cząsteczek amfifilowych do określonego środowiska, jest wyznaczany doświadczalnie i pozwala na określenia stopnia powinowactwa określonego związku amfifilowego do niewodnej fazy hydrofobowej. Kształt cząsteczki wymagany do efektywnego wbudowania do błony jest to najczęściej kształt stożkowy.

Efektywność wbudowywania detergentów i innych związków amfifilowych do błony biologicznej jest też zależna od jej budowy i stabilności. Warto pamiętać, że przed przystąpieniem do badania wpływu związków amfifilowych na stabilność błony należy przeprowadzić doświadczenie sprawdzające stabilność dwuwarstwy w warunkach testu.

Literatura uzupełniająca: 

Goni F.M., Alonso A. (2000) Biochem. Biophys. Acta 1508, 51–68.

Walter A., Kul G., Barnes K., VanderWaerdt G. (2000) Biochem. Biophys. Acta 1508, 20–33.

Tan A., Ziegler A., Steibauer B., Seelig J. (2002) Biophys. J. 83, 1547–1556.

11.1.2.1. Spektrofotometryczne badanie oddziaływania związków amfifilowych z dwuwarstwą fosfolipidową

Zasada metody 


Liza detergentowa liposomów: zamknięte pęcherzyki lipidowe (liposomy XE "liposomy" ) są otrzymywane metodą hydratacji suchego filmu lipidowego w temperaturze wyższej od temperatury głównego przejścia fazowego fosfolipidów dwuwarstwy. Stanowią one układ polidyspersyjny, który w znaczącym stopniu rozprasza światło. W wyniku traktowania zawiesiny liposomów roztworem detergentu w stężeniach litycznych, czyli niszczącym dwuwarstwę, błona liposomów ulega stopniowej solubilizacji. Wynikiem tego procesu jest powstawanie mieszanych miceli fosfolipidowo-detergentowych, które, jako struktury o podobnej wielkości i zdecydowanie mniejszej średnicy, w mniejszym stopniu rozpraszają światło. Sposobem detekcji zmiany formy uporządkowania lipidów z formy lamellarnej (błona liposomów) w micelarną jest obserwacja zmian absorbancji przy = 500-550 nm w systemie turbidymetrycznym lub nefelometrycznym. 


Liza osmotyczna liposomów: pęcherzyki liposomowe umieszczone w roztworze hipotonicznym pęcznieją, a dwuwarstwa fosfolipidowa, stanowiąca barierę dla elektrolitów, może ulec fragmentacji, jeżeli różnica stężeń pomiędzy wnętrzem liposomu i środowiskiem zewnętrznym jest duża. Obserwacja zmian absorbancji przy = 500-550 nm pozwala na określenie zmian wywoływanych w zawiesinie liposomów przez obniżenie osmolarności środowiska.

Postępowanie 

Przygotowanie liposomów

1.
15–20 mg lecytyny z żółtka jaja przenieść do kolby okrągłodennej i odparować rozpuszczalnik do uzyskania jednorodnego, cienkiego filmu lipidowego.

2.
Otrzymany film lipidowy uwodnić 0,9% NaCl.

3.
Otrzymaną zawiesinę liposomów używać we wszystkich eksperymentach.

Badanie przejścia dwuwarstwa(micele XE "micele"  liposomów MLV XE "MLV"  w funkcji stężenia detergentu

1.
Do plastikowej kuwety spektrofotometrycznej dodać 2,5 ml 0,9% NaCl, a następnie taką ilość liposomów MLV XE "MLV" , aby A500 zawierała się w granicach 0,2-0,3. 

2.
Próbę miareczkować roztworem SDS XE "SDS"  lub Triton X-100 dokonując odczytu natychmiast po dodaniu detergentu i po 3 minutach. Próbkę należy dokładnie wymieszać przed każdym odczytem absorbancji. Porcja detergentu dodawana do kuwety powinna zawierać od 3 do 5 mol% związku w stosunku do lipidu w próbie. 

3.
Opracowanie wyników: narysować wykres zależności A500 od: 

· stężenia detergentu w próbie podawanego w mol%; 

· stężenia detergentu w próbie podawanego mol/litr.

Badanie przejścia dwuwarstwa(micele XE "micele"  liposomów MLV XE "MLV"  w funkcji czasu

1.
Do plastikowej kuwety spektrofotometrycznej dodać 2,5 ml 0,9% NaCl, a następnie taką ilość liposomów MLV XE "MLV" , aby A500 zawierała się w granicach 0,2-0,3. Doświadczenie przeprowadzić dla dwu różnych stężeń SDS lub Triton X-100.

2.
Dokonać odczytu natychmiast po dodaniu detergentu, a następnie: co 1 minutę przez 10 minut oraz co 10 minut przez 2 godziny.

3.
Opracowanie wyników: dla każdego stężenia detergentu narysować wykres zależności A500 od czasu.

Badanie „lizy” osmotycznej liposomów

1.
Do 2,5 ml wcześniej przygotowanych roztworów NaCl o stężeniach 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8% oraz 0,9% dodać taką ilość liposomów MLV XE "MLV" , która w roztworze 0,9% daje A500 w granicach 0,2-0,3. 

2.
Po 15 minutach inkubacji w temp. pokojowej dokonać odczytu absorbancji. 

3.
Opracowanie wyników: narysować wykres zależności A500 od stężenia NaCl w próbie, wyznaczyć stężenie NaCl, przy którym połowa liposomów uległa lizie. 

Materiały i odczynniki 

· chloroformowy roztwór lecytyny jajecznej z żółtka jaja

· SDS (sól sodowa siarczanu dodecylu) w substancji

· Triton X-100

· 0,9% roztwór NaCl

11.1.3. Badanie stabilności liposomów XE "stabilność liposomów"  przez wyciek kalceiny

Torchilin V.P., Weissig V (2003) Liposomes. Practical approach. Oxford University Press, Oxford, New York, 118.

Zasada metody 


Kalceina (podobnie jak karboksyfluoresceina) jest związkiem, który w roztworach o wysokim stężeniu ulega samowygaszeniu. Oznacza to, że o ile roztwory o niskich stężeniach (< 1 mM) wykazują fluorescencję proporcjonalną do stężenia fluoroforu, to w wysokich stężeniach tracą zdolność do emisji światła. Zamknięcie roztworu kalceiny o dużym stężeniu w liposomach SUV XE "SUV" , a następnie obserwacja wzrostu fluorescencji tego związku związanej z jego rozcieńczaniem podczas opuszczania wnętrza pęcherzyków pozwala na określenie stabilności krótko- i długookresowej błony liposomowej, a także określenie wpływu związków amfifilowych, dodawanych do środowiska reakcji, na błonę liposomów, w których zamknięta jest kalceina.

Postępowanie

Przygotowanie liposomów

1.
Przygotować liposomy XE "liposomy"  o żądanym składzie dwuwarstwy fosfolipidowej i stężeniu 5 mg lipidu/ml. Film lipidowy uwodnić 40 mM kalceiną w 10 mM buforze Tris-HCl o pH 7,4 z 0,9% NaCl. 

2.
Po otrzymaniu zawiesiny dużych wielowarstwowych liposomów poddać ją 20-stokrotnej kalibracji przez błonki poliwęglanowe o średnicy porów 100 nm w temperaturze wyższej od temperatury głównego przejścia fazowego lipidów dwuwarstwy. 

3.
Uzyskane liposomy XE "liposomy"  SUV XE "liposomy SUV"  oddzielić od niezamkniętej kalceiny przez filtrację na kolumnie sitowo-molekularnej (1x20 cm, Sephadex XE "Sephadex"  G50 Super Fine lub Sepharose XE "Sepharose"  4B) zrównoważonej buforem j/w. 

4.
Zebraną frakcję liposomów wykorzystać do dalszych eksperymentów. 

Określanie ilości zamkniętej w liposomach kalceiny

1.
Do 3 ml 10 mM roztworu Tris-HCl, pH 7,4 z 0,9% NaCl dodać 20 do 50 l zawiesiny liposomów i zmierzyć fluorescencję próby (F0), a następnie dodać 20 l 10% wodnego roztworu Triton X-100 i ponownie zmierzyć fluorescencję próby (F() przy Ex 490 nm, Em 520 nm (F( jest to 100% fluorescencja próby po zniszczeniu dwuwarstw fosfolipidowych liposomów). 

2.
Zawartość procentową zamkniętej w liposomach kalceiny obliczyć ze wzoru: 


[image: image171.wmf]100%

F

F

F

F

0

C

´

-

=

¥

¥

 ,
gdzie: F0- fluorescencja początkowa (wyjściowa) próby, F(- fluorescencja próby po dodaniu roztworu Tritonu X-100.

Uwalnianie zamkniętej w liposomach kalceiny podczas wbudowywania się związków amfiflowych do błony liposomowej

1.
Przygotować liposomy XE "liposomy"  z lecytyny z żółtka jaja lub dipalmitoilofosfatydylocholiny (DPPC) jak w doświadczeniu wcześniejszym. 

2.
Do 3 ml 10 mM roztworu Tris-HCl, pH 7,4 z 0,9% NaCl dodać 20 do 50 l zawiesiny liposomów i zmierzyć fluorescencję próby (F0), następnie dodawać porcjami wodny lub metanolowy roztwór badanego związku amfifilowego, odczytując intensywność fluorescencji (Ex 490 nm, Em 520 nm) po 5 minutach od dodania każdej porcji (F). 

3.
Po dodaniu ostatniej porcji i odczytaniu poziomu fluorescencji dodać do próby 20 l 10% wodnego roztworu Tritonu X-100 i ponownie zmierzyć fluorescencję próby (F(). 

4.
Jeżeli związek był rozpuszczony w rozpuszczalniku innym niż woda, analogiczne pomiary przeprowadzić dla samego rozpuszczalnika. 

5.
Procent uwalniania zamkniętej w liposomach kalceiny obliczyć ze wzoru:
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gdzie: F0- fluorescencja początkowa (wyjściowa) próby, F- fluorescencja próby po dodaniu badanego związku, F(- fluorescencja próby po dodaniu roztworu Tritonu X-100.

Materiały i odczynniki

· chloroformowe roztwory fosfolipidów błonowych 

· chloroformowy roztwór lecytyny z żółtka jaja 

· chloroformowy roztwór dipalmitoilofosfatydylocholiny (DPPC) 

· 10 mM bufor Tris-HCl o pH 7,4 z 0,9 % NaCl

· 40 mM kalceina w 10 mM buforze Tris-HCl o pH 7,4 z 0,9% NaCl

· ekstruder + filtry poliwęglanowe o średnicy porów 100 nm

· kolumna sitowo-molekularna (1(20 cm, Sephadex G50 Super Fine lub Sepharose 4B) zrównoważona buforem Tris-HCl o pH 7,4 z 0,9% NaCl

· 10% wodny roztwór Triton X-100

· wodne lub metanolowe roztwory związków amfifilowych

11.1.4. Spektrofluorymetryczne wyznaczanie zmian pH


Istnieje szereg substancji chemicznych, których barwa zależy od stężenia jonów wodorowych w środowisku. Barwniki, które posiadają zdolność fluorescencji są wśród nich grupą wyjątkową, ponieważ posiadają zdolność zmian fluorescencji w następstwie bardzo niewielkich zmian pH środowiska. Jednymi z takich związków są karboksyfluoresceina lub kalceina. Zdolność monitorowania zmian pH wynika bezpośrednio z budowy cząsteczki związku i możliwości przechodzenia związku przez szereg form różniących się stopniem dysocjacji elektrolitycznej, form zależnych od pH środowiska, co wprost wpływa na intensywność fluorescencji związku (Rys. 11.1).

11.1.4.1. Badanie zależności intensywności fluorescencji karboksyfluoresceiny od pH środowiska dla trzech form barwnika fluorescencyjnego

Zasada metody 


Karboksyfluoresceina (a także jej pochodna, kalceina) należy do grupy związków fluorescencyjnych, których fluorescencja istotnie zależy od pH roztworu. Związek ten wykazuje zmniejszenie intensywności fluorescencji przy obniżeniu pH. Właściwości te wykazuje zarówno w postaci wolnej (obecny w roztworze reakcyjnym), jak i w postaci kowalencyjnie związanej z fosfolipidem (najczęściej fosfatydylocholiną lub fosfatydyloetanolaminą, Rys. 11.2). Doświadczenia mają na celu wykazanie zależności intensywności fluorescencji karboksyfluoresceiny od pH środowiska dla trzech form barwnika fluorescencyjnego: obecnego w roztworze, zamkniętego wewnątrz liposomów oraz kowalencyjnie połączonego z fosfatydyloetanolaminą.
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Rys. 11.1 Zmiany równowagi dysocjacji elektrolitycznej karboksyfluoresceiny (Handbook of Molecular Probes)
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Rys. 11.2 Struktura chemiczna znacznika fluorescencyjnego fluresceina-PE

Postępowanie

Wyznaczanie zmian pH 10 mM roztworu Tris

Do próby zawierającej 3 ml 10 mM roztworu Tris (bez dodatku HCl) dodawać mikrolitrowe objętości 0,1 lub 1 M HCl, po każdej (zdefiniowanej) porcji sprawdzając pH uzyskanego roztworu.

Wyznaczanie zależności intensywności fluorescencji roztworu karboksyfluoresceiny od pH środowiska

1.
Do 3 ml 10 mM roztworu Tris (bez dodatku HCl) dodać niewielką ilość roztworu karboksyfluoresceiny w 10 mM roztworze Tris (bez dodatku HCl) tak, aby fluorescencja próby zawarta była w granicach 50-80 jednostek. 

2.
Do tak przygotowanej próby dodawać mikrolitrowe objętości 0,1 lub 1 M HCl jak w doświadczeniu wcześniejszym. Po każdej porcji dodanego kwasu zmierzyć fluorescencję próby (Ex 490 nm, Em 520 nm).

Wyznaczanie zależności intensywności fluorescencji karboksyfluoresceiny zamkniętej wewnątrz liposomów od pH środowiska 

1.
Przygotować liposomy XE "liposomy"  zawierające zamkniętą karboksyfluoresceinę: suchy film lipidowy, zawierający 5 mg lecytyny uwodnić 1 ml 40 mM roztworu karboksyfluoresceiny w 10 mM roztworze Tris (bez dodatku HCl).

2.
Powstałe duże wielowarstwowe liposomy XE "liposomy"  kalibrować 20-krotnie przez filtry poliwęglanowe o średnicy porów 100 nm.

3.
Uzyskane liposomy XE "liposomy"  SUV XE "liposomy SUV"  oddzielić od niezamkniętej wewnątrz karboksyfluoresceiny na kolumnie sitowo-molekularnej (1x20 cm, Sephadex XE "Sephadex"  G50 Super Fine lub Sepharose XE "Sepharose"  4B). Zebraną frakcje liposomów wykorzystać do dalszych eksperymentów.

4.
Do 3 ml 10 mM roztworu Tris (bez dodatku HCl) dodać 20 do 50 l zawiesiny liposomów i dodawać mikrolitrowe objętości 0,1 lub 1 M HCl jak w doświadczeniu wcześniejszym. Po każdej dodanej porcji kwasu zmierzyć fluorescencję próby (Ex 490 nm, Em 520 nm).

Wyznaczanie zależności intensywności fluorescencji karboksyfluoresceiny kowalencyjnie połączonej z fosfatydyloetanolaminą od pH środowiska 

1.
Przygotować liposomy XE "liposomy"  zawierające zamknięty w błonie znacznik fluorescencyjny fluoresceinę-PE: suchy film lipidowy, zawierający 4 mg lecytyny i 0,5 mol% znacznika fluorescencyjnego względem ilości lecytyny uwodnić 2 ml 10 mM roztworu Tris (bez dodatku HCl). 

2.
Powstałe duże wielowarstwowe liposomy XE "liposomy"  poddać dezintegracji ultradźwiękami (10-15 minut). Uzyskane liposomy SUV XE "liposomy SUV"  używać do dalszych doświadczeń. 

3.
Do 3 ml 10 mM roztworu Tris (bez dodatku HCl) dodać 250 l zawiesiny liposomów (0,5 mg lipidu), dokonać kilku pomiarów w odstępach 1-2 minutowych w celu sprawdzenia stabilności sondy a następnie dodawać mikrolitrowe objętości 0,1 lub 1 M HCl jak w doświadczeniu wcześniejszym. Po każdej dodanej porcji kwasu zmierzyć fluorescencję próby (Ex 496 nm, Em 521 nm) oraz wyznaczyć maksimum emisji fluorescencji (dla Ex 496 nm). 

4.
Narysować wykres zależności intensywności fluorescencji karboksyfluoresceiny wolnej (w roztworze), zamkniętej wewnątrz liposomów i związanej kowalencyjnie z fosfolipidem (znacznik fluorescencyjny fluoresceina XE "fluoresceina" -PE) od pH roztworu oraz wykres zależności wartości max emisji fluorescencji fluoresceiny-PE od pH roztworu. 

Materiały i odczynniki 

· 10 mM Tris bez dodatku HCl 

· 10 mM Tris-HCl o pH 7,4 

· 0,1 M roztwór HCl

· 1 M roztwór HCl

· chloroformowy roztwór lecytyny z żółtka jaja 

· 40 mM roztwór karboksyfluoresceiny w 10 mM buforze Tris bez dodatku HCl

· metanolowy roztwór fluoresceiny-PE (N-5-fluoresceinotiokarbamoilo)-1,2- diheksadekanoilo - sn-glicero-fosfatydyloetanolamina) o stężeniu 2 mg/ml 

· ekstruder + filtry poliwęglanowe o średnicy porów 100 nm 

· kolumna sitowo-molekularna (1x20 cm, Sephadex G50 Super Fine lub Sepharose 4B) 

· dezintegrator ultradźwiękowy (sonikator) 

11.1.4.2. Badanie zmian powierzchniowego przybłonowego pH metodą spektrofluorymetryczną

Zasada metody 


Karboksyfluoresceina w postaci kowalencyjnie związanej z fosfolipidem (najczęściej fosfatydylocholiną lub fosfatydyloetanolaminą) należy do grupy związków fluorescencyjnych, których fluorescencja zależy istotnie od pH roztworu. Zastosowanie tego związku w postaci wbudowanej do błony liposomowej pozwala na monitorowanie zmian lokalnego przybłonowego pH. Związek ten wykazuje zmniejszenie intensywności fluorescencji przy obniżeniu pH. Doświadczenie pozwala na określenie zmian przybłonowego pH podczas dodawania do zawiesiny liposomów z wbudowanym do błony znacznikiem fluorescencyjnym fluoresceiną-PE substancji rozpuszczalnych w wodzie, które pod wpływem cząsteczek wody ulegają procesowi hydrolizy kationowej lub anionowej lub wykazują właściwości kwasowe, zasadowe lub amfoteryczne (w rozumieniu protonowej teorii kwasów i zasad Broensteda i Lowry’ego). Przykładowymi związkami mogą być: 

· związki ulegające hydrolizie zasadowej- octan sodu, cytrynian sodu

· związki ulegające hydrolizie kwasowej- siarczan (VI) amonu, 

· związki ulegające hydrolizie kwasowo-zasadowej- siarczan hydrazyny, octan amonu, 

· związki o charakterze amfoterycznym- glicyna XE "glicyna" , seryna XE "seryna" , 

· słabe kwasy- kwas cytrynowy, kwas octowy, 

· słabe zasady- wodny roztwór amoniaku (woda amoniakalna), etanolamina, hydrazyna, hydroksyloamina. 

Postępowanie 

Przygotowanie liposomów 

1.
Do probówki przenieść odpowiednią ilość chloroformowego roztworu lecytyny z żółtka jaja. 

2.
Dodać metanolowy roztwór sondy fluorescencyjnej (fluoresceina XE "fluoresceina" -PE) do jej stężenia w dwuwarstwie 0,5 mol%. 

3.
Odparować rozpuszczalnik. Suchy film lipidowy uwodnić 10 mM buforem Tris-HCl pH 7,4 z 0,9% NaCl. 

4.
Próbkę sonikować 15 min. 

5.
Przygotowane w ten sposób liposomy XE "liposomy"  SUV XE "liposomy SUV"  należy przechowywać w łaźni lodowej. 

Badania zmian pH 

1.
W kuwecie spektrofluorymetrycznej umieścić ok. 2,5 ml buforu j/w oraz objętość zawiesiny liposomów zawierającą 0,5 mg lipidu. 

2.
Po wymieszaniu zmierzyć poziom fluorescencji. Jeżeli jest ona zbyt niska lub zbyt wysoka, przygotować próbkę ponownie w taki sposób, aby mierzone wartości fluorescencji zawierały się pomiędzy 30 a 50 jednostek. 

3.
Dokonać kilku pomiarów w odstępach 1-2 minutowych w celu sprawdzenia stabilności sondy. 

4.
Miareczkować liposomy XE "liposomy"  badanym związkiem, dodając niewielkie objętości jego roztworu zawierające 1 mol% substancji względem lipidu w liposomach. Po dodaniu każdej porcji dokonywać pomiaru fluorescencji. Jeżeli związek był rozpuszczony w rozpuszczalniku innym niż woda, analogiczne pomiary przeprowadzić dla samego rozpuszczalnika. 

5.
Opracowanie wyników: narysować wykres zależności intensywności fluorescencji od stężenia badanego związku w próbie podawanego w mol%. 

Materiały i odczynniki 

· chloroformowy roztwór lecytyny z żółtka jaja 

· metanolowy roztwór fluoresceiny-PE o stężeniu 2 mg/ml 

· 10 mM bufor Tris-HCl pH 7,4 z 0,9% NaCl

· roztwory badanych związków, zmieniających przybłonowe pH 

· sonikator

· łaźnia lodowa 

11.1.5. Wyznaczanie temperatury głównego przejścia fazowego fosfolipidów dwuwarstwy


Termin „przejście fazowe XE "przejście fazowe" ” jest używany powszechnie jako synonim przejścia fazowego lipidów dwuwarstwy ze stanu uporządkowanego, zwanego żelem (ang. gel) i oznaczanego jako L do stanu nieuporządkowanego zwanego stanem ciekłym lub ciekłokrystalicznym (ang. liquid) i oznaczanego L, bardzo często poprzez fazę pośrednią (ang. ripple), oznaczaną jako PRys. 11.3).

Przejście P(Lnosi nazwę głównego przejścia fazowego (jego temperatura to temperatura głównego przejścia fazowego Tc), a przejście L(Pnosi nazwę przedprzejścia.Wszystkie wymienione stany dwuwarstwy fosfolipidowej, czyli LPiLróżnią się od siebie ułożeniem cząsteczek fosfolipidów w dwuwarstwie. Struktura typu żelu charakteryzuje się tym, że cząsteczki fosfolipidów są nachylone pod kątem w stosunku do powierzchni dwuwarstwy, są ułożone równolegle do siebie i posiadają sztywne łańcuchy acylowe. Dostarczenie do dwuwarstwy energii na sposób ciepła powoduje zmianę uporządkowania „główek” fosfolipidowych (przy niezmienionym układzie reszt acylowych), co powoduje przejście dwuwarstwy w stan pofałdowany (ripple). Dalsze podnoszenie temperatury powoduje, że oś podłużna cząsteczki staje się prostopadła do powierzchni dwuwarstwy, wzrasta objętość zajmowana przez pojedynczą cząsteczkę (Rys. 11.4), a łańcuchy acylowe wykazują duży stopień nieuporządkowania i dużą ruchliwość (struktura typu ciekłokrystalicznego).

[image: image175.png](a) warstwowa faza zelowa (Lc)
RRBRELBES

(b) warstwowa faza zelowa (Lg)

(h) warstwowa faza
ciektokrystaliczna ( La)

(c) warstwowa faza zelowa (Lp’)

T
.

(f) warstwowa faza
ciektokrystaliczna ( La)

(i) odwrécona faza
heksagonalna (Hn)

(j) faza kubiczna Pn3m (Q%*)

\ A
-

i 552y
RRITAN
AR H B
H
D\ /A T

T - =4 2aiv

(h) faza tubularna

(k) faza kubiczna la3d (Q*°)

(1) faza kubiczna Im3m (Q?*)

v

\J

Wiy 58X

Jqﬂulga 2y
) " :

0%,

G

) \)

‘lI..Il‘ X

to)

O

s
{%

5

A
TR




Rys. 11.3 Schemat budowy struktur agregacyjnych tworzonych przez cząsteczki fosfolipidów

wg Caffrey M., Cheng A. (1995) Current Opinion in Structural Biology 5, 548-555
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Rys. 11.4 Zależność objętości cząsteczkowej i pojemności cieplnej fosfolipidów od temperatury

wg Tristram-Nagle S., Nagle J.F. (2004) Chemistry and Physics of Lipids 127, 3-1

Podczas opisanych zmian zachodzących w błonie dostarczana z zewnątrz energia jest zużywana na pokonanie bariery energetycznej, jaka istnieje pomiędzy dwoma strukturami konformacyjnymi przybieranymi przez łańcuchy acylowe obecne w cząsteczkach fosfolipidów: konformacją typu trans oraz konformacją typu gauche. 

Konformacja typu gauche jest bardziej korzystna termodynamicznie, ponieważ poprzez rozluźnienie upakowania cząsteczek fosfolipidów zwiększa ona entropię układu, przez co realizuje samorzutne dążenie układu do osiągnięcia minimum energetycznego. Energia pochłonięta przez układ podczas przemian towarzyszących przejściu fazowemu nazywana jest entalpią przejścia fazowego. Zarówno temperatura, jak i entalpia przejścia fazowego są parametrami charakterystycznymi dla dwuwarstwy złożonej z konkretnych fosfolipidów.


Dwuwarstwa zbudowana z jednego typu cząsteczek fosfolipidowych wykazuje z reguły ostre (o małej szerokości, czasami tylko w zakresie 1-2ºC) kalorymetryczne przejście z łatwą do wyznaczenia temperaturą przejścia fazowego (często również przedprzejścia), natomiast dwuwarstwy złożone z wielu składników często wykazują przejścia fazowe o dużej szerokości i trudnej do sprecyzowania temperaturze głównego przejścia fazowego. W przypadku współistnienia w dwuwarstwie fosfolipidów niemieszających się ze sobą (tworzących w błonie domeny) obserwuje się często przejście fazowe XE "przejście fazowe"  z dwoma temperaturami przejścia, wyznaczanymi niezależnie dla każdego ze składników. Obecność w błonie fosfolipidów nienasyconych z reguły obniża temperaturę głównego przejścia fazowego, natomiast obecność silnie zjonizowanych reszt polarnych podnosi ją, szczególnie w roztworach o wysokiej wartości siły jonowej. Szczególne właściwości modulujące parametry przejścia fazowego dwuwarstwy posiada cholesterol XE "cholesterol" . Wpływ tego związku na przejście fazowe zależny jest od jego stężenia w błonie.

W temperaturze zbliżonej do temperatury głównego przejścia fazowego dwuwarstwa składa się z domen lipidowych, różniących się stopniem uporządkowania cząsteczek fosfolipidów. Przejście fazowe ma charakter kooperatywny, nigdy nie dochodzi do jednoczesnej zmiany konformacji wszystkich cząsteczek budujących dwuwarstwę, dlatego w okolicach Tc współistnieją w błonie domeny będące zarówno w postaci żelu, jak i ciekłokrystalicznej. Zmienia to znacząco właściwości barierowe błony, zwiększając jej przepuszczalność. Przypuszcza się, że odpowiedzialne za to są tzw. defekty upakowania, występujące na granicach opisywanych wcześniej domen.


Warto nadmienić, że mimo tego, co napisano wcześniej, termin „przejście fazowe XE "przejście fazowe" ” jest używany powszechnie jako synonim przejścia fazowego lipidów dwuwarstwy ze stanu uporządkowanego do stanu nieuporządkowanego, to tak naprawdę istnieje cały szereg przejść fazowych innego typu. Należą do nich również np. przejście faza lamellarna L- faza heksagonalna HII lub faza heksagonalna HII- faza sześcienna (ang. cubic phase). 

Literatura uzupełniająca
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Tenchov B., Koyonova R., Rapp G. (1998) Biophys. J. 75, 853-866.

Tristram-Nagle S., Nagle J.F. (2004) Chemistry and Physics of Lipids 127, 3-14.

11.1.5.1. Wyznaczanie temperatury przejścia fazowego metodą turbidymetryczną 

Zasada metody 


Liposomy SUV XE "SUV" , powstające podczas kalibracji liposomów MLV XE "MLV"  przez błonki poliwęglanowe o średnicy porów 100 nm są bardzo wygodnym i użytecznym modelem dwuwarstwy fosfolipidowej wykorzystywanym m. in. do badań temperatury przejścia fazowego. Wykorzystywana w tym celu metoda turbidymetryczna opiera się na zmianach w wielkości liposomów zależnych od temperatury środowiska. W temperaturze poniżej temperatury głównego przejścia fazowego błona posiada sztywną strukturę, przez co naśladuje właściwości optyczne układów polidyspersyjnych. W temperaturze powyżej temperatury głównego przejścia fazowego błona ulega relaksacji, układ staje się bardziej monodyspersyjny i wykazuje mniejsze rozpraszanie światła niż w temperaturze poniżej temperatury głównego przejścia fazowego.

Postępowanie 

1.
Przygotować liposomy z DPPC (o stężeniu 2 mg lipidu/ml, w 0,9% roztworze NaCl, metodą hydratacji filmu lipidowego, a następnie 20-stokrotnej kalibracji przez błonki poliwęglanowe o średnicy porów 100 nm w temperaturze 45(C).

2.
Przygotować próbę badaną: w kuwecie spektrofluorymetryczne, zmieszać bufor i określoną ilość (20-50 l) liposomów.

3.
Dokonywać pomiaru absorbancji przy =500 nm po każdorazowym podwyższeniu temperatury badanej próbki o 1(C.

4.
Analogiczne pomiary przeprowadzić dla liposomów o innym składzie fosfolipidowym błony.

Materiały i odczynniki 

· chloroformowy roztwór DPPC (dipalmitoilofosfatydylocholiny)

· 0,9% roztwór NaCl

· ekstruder + filtry poliwęglanowe o średnicy porów 100 nm

11.1.5.2. Wyznaczanie temperatury przejścia fazowego z wykorzystaniem merocyjaniny 540

Langner M., Hui S. W. (1999) Biochem. Biophys. Acta 1415, 323-330.

Zasada metody 


Merocyjanina 540 jest barwnikiem fluorescencyjnym oddziałującym z powierzchnią dwuwarstwy fosfolipidowej. Siła wiązania zależy od uporządkowania powierzchni dwuwarstwy fosfolipidowej. Związek ten wiąże się preferencyjnie z dwuwarstwą podczas przejścia fazowego, kiedy w błonie współistnieją domeny fosfolipidowe o różnym stopniu uporządkowania oraz z dwuwarstwą o niskim stopniu uporządkowania, jaki występuje np. w temperaturze powyżej temperatury głównego przejścia fazowego. Zmiany intensywności fluorescencji merocyjaniny 540 są obserwowane wraz ze zmianą temperatury, co pozwala na wyznaczenie temperatury głównego przejścia fazowego lipidów. 

Postępowanie 

1.
Przygotować liposomy z DPPC (metodą hydratacji filmu lipidowego z wykorzystaniem 10 mM buforu Tris-HCl pH 7,4 z 0,9% NaCl, a następnie poddać 20-stokrotnej kalibracji przez błonki poliwęglanowe o średnicy porów 100 nm w temperaturze 45(C). 

2.
Przygotować próbę badaną: w kuwecie spektrofluorymetrycznej zmieszać bufor i określoną ilość liposomów i dodać etanolowy roztwór merocyjaniny 540 do końcowego stężenia ok. 1 g/ml. 

3.
Dokonywać pomiaru intensywności fluorescencji w funkcji temperatury (Ex 540 nm, Em 585 nm). Dodatkowo dokonać pomiaru intensywności fluorescencji merocyjaniny 540 w funkcji temperatury dla próby niezawierającej liposomów w celu określenia podatności związku na photo-bleaching. Korekcja fluorescencji względnej próby polega na podzieleniu jej wartości przez wartość fluorescencji uzyskaną dla samego barwnika w analogicznej temperaturze. 

4.
Analogiczne pomiary przeprowadzić dla liposomów o innym składzie fosfolipidowym błony.

Materiały i odczynniki 

· chloroformowy roztwór DPPC (dipalmitoilofosfatydylocholiny) 

· 0,9% roztwór NaCl 

· ekstruder + filtry poliwęglanowe o średnicy porów 100 nm 

· etanolowy roztwór merocyjaniny 540 

Wyznaczanie temperatury przejścia fazowego z wykorzystaniem PE-fluoresceiny 

Langner M., Pruchnik H., Kubica K. (2000) Z. Naturfosch. 55c, 418-424. 

Zasada metody 


Fluoresceina XE "fluoresceina" , zarówno w postaci wolnej, jak i związanej kowalencyjnie z fosfolipidem, jest jednym z najczęściej używanych znaczników fluorescencyjnych, wykorzystywanych w wielu bardzo różnorodnych technikach badawczych. Jest przede wszystkim fluorescencyjnym wskaźnikiem zmian pH, ale służy też do badania przepuszczalności błon liposomowych. Może być też wykorzystywana do badania zmian zachodzących wewnątrz błony liposomowej, takich jak zmiany wynikające z wbudowywanie się związków amfifilowych ze środowiska do wnętrza błony fosfolipidowej czy zmiany konformacyjne fosfolipidów budujących dwuwarstwę. W tym doświadczeniu związek ten jest używany do wyznaczania temperatury głównego przejścia fazowego dwuwarstwy fosfolipidowej.

Postępowanie 

1.
Przygotować liposomy XE "liposomy" : do probówki przenieść odpowiednią ilość chloroformowego roztworu DPPC. Dodać metanolowy roztwór sondy fluorescencyjnej (fluoresceina-PE XE "PE-fluoresceina" ) do jej stężenia w dwuwarstwie 0,5-1 mol%. Odparować rozpuszczalnik. Suchy film lipidowy uwodnić 10 mM buforem Tris-HCl pH 7,4 z 0,9% NaCl, intensywnie mieszając w temp. 45 (C (powyżej temperatury przejścia fazowego). Przygotowane w ten sposób liposomy MLV XE "MLV"  należy przechowywać w łaźni lodowej. 

2.
Przygotować próbę badaną: w kuwecie spektrofluorymetrycznej zmieszać bufor i określoną ilość liposomów uzyskania fluorescencji początkowej ok. 40-50 jednostek. Dokonywać pomiaru intensywności fluorescencji w funkcji temperatury (Ex 480 nm, Em 530 nm) z częstotliwością co 1(C. Zmiany fluorescencji obliczyć ze wzoru: 
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gdzie: F0- fluorescencja początkowa, poniżej temperatury przejścia fazowego, Fi- fluorescencja próby mierzona w konkretnej temperaturze.

3.
Analogiczne pomiary przeprowadzić dla liposomów o innym składzie fosfolipidowym błony. 
Materiały i odczynniki 

· chloroformowy rozwór DPPC 

· 10 mM bufor Tris-HCl pH 7,4 z 0,9 % NaCl

· metanolowy roztwór fluoresceina XE "fluoresceina" -PE o stężeniu 2 mg/ml 

Transport elektronów w układach biologicznych


Wszystkie komórki zarówno zwierząt, roślin jak i mikroorganizmów wykorzystują te same zasady i mechanizmy przemian energetycznych. Przemiany energetyczne w komórce najlepiej rozpatrywać jako przepływ energii od bogatych w energię związków pokarmowych do wykorzystujących energię procesów niezbędnych do funkcjonowania komórki i utrzymaniu jej przy życiu.


Pierwotnym procesem wyzwalającym użyteczną energię chemiczną jest oksydacyjna degradacja cząsteczek organicznych substancji pokarmowych. W każdym przypadku procesem, który dostarcza użytecznej energii chemicznej, jest utlenianie, czyli przenoszenie elektronów. W komórkach aerobowych utleniaczem jest tlen, natomiast w  anaerobach rolę tę mogą spełniać cząsteczki związku organicznego pochodzącego z rozkładu substancji pokarmowych.

Prawa bioenergetyki, według których zachodzi glikoliza, cykl kwasów trójkarboksylowych i transport elektronów są również obowiązujące dla układu przeprowadzającego fotosyntezę w komórkach roślin. U roślin użyteczna energia nie jest dostarczana przez substancje pokarmowe lecz pochodzi z energii świetlnej zaabsorbowanej przez chlorofil XE "chlorofil" . Gdy komórki roślinne są naświetlane, elektron o wysokim poziomie energii opuszcza wzbudzoną cząsteczkę chlorofilu przepływając przez łańcuch przenoszących elektrony enzymów (podobny łańcuch transportujących elektrony enzymów występuje w mitochondriach). Reakcje zachodzące podczas fazy świetlnej fotosyntezy prowadzą do wytworzenia silnie redukującego związku NADPH2 oraz powstania ATP XE "ATP"  sprzężonego z przepływem elektronów z pierwotnego donora (H2O) na NADP (Rys. 11.5) XE "NADP" .

11.1.6. Badania łańcucha transportującego elektrony

W badaniach kolejności występowania przenośników elektronów bardzo przydatne okazały się techniki spektrofotometryczne oraz polarograficzne. Szczególnie w połączeniu z zastosowaniem specyficznych inhibitorów transportu elektronów. Inne podejście to zastosowanie sztucznych donorów i akceptorów elektronów oraz izolacja kompleksów białkowych, które reprezentują małe fragmenty łańcucha enzymów transportujących elektrony.
11.1.6.1. Inhibitory fotosyntetycznego transportu elektronów

Obecnie znana jest olbrzymia liczba inhibitorów fotosyntetycznego transportu elektronów. Z dostępnych na rynku herbicydów 30% to inhibitory fotosyntezy. Jon amonowy, metyloamina i hydroksyamina hamują utlenianie wody. Fenylomoczniki, takie jak: 3-(3,4-dichlorofenylo)-1,1-dimetylomocznik (DCMU, Diuron - Rys. 11.6) i 3-(-4-chlorofenylo)-1,1-dimetylomocznik są standardowymi inhibitorami PSII XE „PS II" , blokującymi transport elektronów po stronie redukcyjnej. Również przemycie chloroplastów 1,6 M roztworem Tris-HCl pH 7,5 lub stres temperaturowy (50°C, 5 minut) niszczy układ enzymatyczny rozszczepiający wodę związany z kompleksem PSII. Chloroplasty takie są ciągle zdolne do transportu elektronów, jeżeli dostarczy się im sztucznego donora elektronów. W tym samym miejscu blokują PSII związki z grupy triazyn: atrazyna (Rys. 11.6) i metrybuzyna oraz herbicydy fenolowe: joksynil, podstawiona chinolina. Dibromotymochinon hamuje fotosyntetyczny transport elektronów w kompleksie b6f na poziomie centrum żelazowo-siarkowego (2Fe2S). W tym samym miejscu działają także hamująco myksotiazol i stygmatelina. Parakwat (metylowiologen, Rys. 11.6) hamuje redukcję NADP XE "NADP" + XE "NADP+" , ponieważ przechwytuje elektrony od PS I.

Rys. 11.5 Schemat transportu elektronów w chloroplastach

	[image: image178.png]cl

CH,

i
|
@NH*C*NCHS




	[image: image179.png]<
<




	[image: image180.png]cr{mcwi}—@w—cm}cr





	Diuron


	Atrazyna


	Parakwat




Rys. 11.6 Wzory strukturalne przykładowych inhibitorów, fotosyntetycznego transportu elektronów

Rozprzęgacze

Rozprzęgacze znoszą fosforylację jednocześnie nie hamując transportu elektronów. Transport elektronów uwolniony od mechanizmu sprzęgającego go z fosforylacją często jest znacznie szybszy. W wyizolowanych chloroplastach sole amonowe (w pH powyżej 8) i proste aminy (metyloamina, hydroksyamina) działają jako rozprzęgacze. FCCP i CCCP (Rys. 11.7) to związki zawierające łatwo dysocjujący proton i jednocześnie zdolne do przenikania przez dwuwarstwę lipidową w postaci uprotonowanych zasad lub zasad sprzężonych. Ograniczają one tworzenie gradientu stężenia protonów niezbędnego do przeprowadzenia reakcji fosforylacji.

Naturalne antybiotyki będące jonoforami mogą także rozprzęgać fosforylację. Gramicydyna ułatwiająca przenoszenie H+ przez błonę, nigerycyna (Rys. 11.7) rozprasza gradient H+ ale nie zmienia potencjału błonowego (, walinomycyna (Rys. 11.7) XE "walinomycyna"  przenosi jony K+ przez błonę rozpraszając potencjał błonowy nie wpływając na pH. Dwa ostatnie jonofory w połączeniu znoszą gradient protonów oraz potencjał błonowy. Do rozprzęgaczy zaliczyć możemy także inhibitory: dicykloheksylokarbodimidynę oraz trifenyltynę. Blokują one syntezę ATP XE "ATP"  w miejscu sprzężenia.

11.1.6.2. Sztuczne akceptory i donory elektronów

W badaniach fotosyntezy na wyizolowanych chloroplastach stosuje się sztuczne akceptory i donory elektronów. W zależności od potencjału redoks mogą one przyjmować lub oddawać elektrony w różnych miejscach transportującego elektrony łańcucha enzymów. W związku z tym wyróżnia się kilka typów fotoredukcji.

Reakcja typu I przebiegająca według schematu:
H2O ( PSII XE „PS II"  ( PSI XE „PS I"  ( X ( akceptor 

W reakcji tej donorem elektronów jest woda, a akceptorem mogą być: antrachinon, benzylowiologen, benzochinon (Rys. 11.8), naftochinon, parakwat XE "parakwat" , czerwień metylowa czy indygo karmin.

Reakcja typu II przebiegająca według schematu:
H2O ( PSII ( akceptor

W reakcji tej kosztem elektronów z wody redukowane są akceptory przyjmujące elektrony od PS II. Akceptorami w tej reakcji mogą być: heksacyjanożelazian (III) potasu (żelazicyjanek potasu), DCIP (2,6-dichlorofenolo-indofenol) oraz pochodne chinonów o potencjale bardziej dodatnim niż 100 mV np.: 2,6-dimetylobenzochinon, fenylo-1,4-benzochinon (Rys. 11.9).
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Rys. 11.7 Wzory strukturalne przykładowych rozprzęgaczy
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Rys. 11.8 Wzory strukturalne przykładowych akceptorów w reakcji typu I
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Rys. 11.9 Wzory strukturalne przykładowych akceptorów w reakcji typu II 


W obu typach wyżej wymienionych reakcji po inaktywacji układu enzymatycznego rozszczepiającego wodę, można wykazać fotoredukcję używając sztucznych donorów dostarczających elektronów do PSII XE „PS II" . Najbardziej znane donory to: askorbinian sodu, aminofenol i difenylokarbazyd (Rys. 11.10) XE "difenylokarbazyd" .
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Rys. 11.10 Wzory strukturalne przykładowych donorów dla PSII XE „PS II" 
Reakcja typu III przebiega według schematu:

donor ( PSI XE „PS I"  ( X ( akceptor


Jest to reakcja fotoredukcji, polegająca na przeniesieniu elektronu przez kompleks PS I od sztucznego donora do sztucznego akceptora. Zwykle w reakcji tej używa się tylko katalicznych ilości donora (rzędu 10-4 M), utrzymując go w stanie zredukowanym przez askorbinian sodu. Najczęściej stosowanymi donorami są: DCIP, p-fenylodiamina, DAD (diaminodiuren)(Rys. 11.11).
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Rys. 11.11 Wzór strukturalny przykładowego donora w reakcji typu III


Stosowanie różnych układów akceptorowo-donorowych w połączeniu z inhibitorami stanowi ważny element badań fotosyntetycznego transportu elektronów. Ich dostępność dla łańcucha transportującego elektrony zależy od strukturalnej nienaruszalności tylakoidów w badanym preparacie. W badaniach łańcucha fotosyntetycznego stosuje się także specyficzne przeciwciała XE "przeciwciała"  skierowane przeciwko poszczególnym składnikom białkowym tego aparatu.
Oznaczanie fotosyntetycznego transportu elektronów w chloroplastach

Fotosyntetyczny transport elektronów można mierzyć spektrofotometrycznie, jeżeli w wyniku fotoredukcji następuje zmiana barwy lub odbarwienie akceptora elektronów. Do takich akceptorów należą DCIP, heksacyjanożelazian (III) potasu (żelazicyjanek potasu), indygo karmin. Z pomiaru absorpcji przed i po naświetleniu mieszaniny reakcyjnej można wyliczyć liczbę mikromoli zredukowanego akceptora. 

Aktywność podaje się jako liczbę mikromoli akceptora zredukowanego w ciągu godziny przez preparat chloroplastów zawierający 1 mg chlorofilu.


Do pomiaru aktywności stosuje się również metodę polarograficzną. Elektroda platynowa zużywa tlen zgodnie z następującą reakcją:

O2 + 2 H2O + 2 e- ( 4 OH-
Wielkość prądu jest wprost proporcjonalna do szybkości zużywania tlenu. 


Tlenowy monitor biologiczny jest przeznaczony do badania procesów, w których mierzy się zmiany stężenia tlenu. Podstawową częścią aparatu jest specyficzna elektroda polarograficzna typu Clarka. Cienka błona (teflonowa) przepuszczalna dla gazów, napięta na końcu elektrody, oddziela element czujnikowy od otoczenia. Jeżeli przyłoży się odpowiednie napięcie (0,7-0,8 V) polaryzacji elektrody, tlen będzie reagował na katodzie. Ilość prądu, która powstaje w wyniku redukcji tlenu jest wprost proporcjonalna do ilości tlenu, z którym styka się błona. Ponieważ tlen ulega bardzo szybko reakcji na elektrodzie, można założyć, że ciśnienie parcjalne O2 wewnątrz elektrody równa się zero. Zatem siła powodująca dyfuzję tlenu jest proporcjonalna do całkowitego O2. 


Elektrodę tlenową można stosować do pomiaru reakcji typu II, w której następuje wydzielenie tlenu, jak również do pomiaru reakcji Mehlera. W reakcji tej zredukowany akceptor (np.: parakwat XE "parakwat" , MV XE "MV" ) zostaje samoistnie utleniony przez tlen, którego ubytek mierzy elektroda. Reakcja ta zachodzi według schematu:

2 MVutl ( PS I ( 2 MVzred
2 MVzred + 2 O2 ( 2 MVutl + 2 O2(
2 O2( + 2 H+ ( H2O2 + O2
O2  +  2 H+ ( H2O2

Aktywność chloroplastów podaje się jako liczbę mikromoli zredukowanego tlenu przez ilość preparatu chloroplastów zawierającą 1 mg chlorofilu w ciągu 1 godziny.

Zawartość tlenu w temperaturze pokojowej (25(C) w 1 ml H2O przy 100% nasyceniu roztworu wynosi 0,26 (mola.

Otrzymanie preparatu tylakoidów z materiału roślinnego metodą wirowania różnicowego

Postępowanie

1.
Dwutygodniowe siewki grochu obrać dokładnie z liści. Liście zważyć i umieścić w homogenizatorze kielichowym.

2.
Na każde 50 g liści dodać 250 ml zimnego (4ºC) buforu A (bufor izotoniczny). Liście dobrze zanurzyć w buforze i homogenizować przez 30 sekund.

3.
Uzyskany homogenat przesączyć przez flizelinę lub poczwórnie złożoną tetrę do zlewki umieszczonej w lodzie w celu usunięcia resztek niezhomogenizowanego materiału roślinnego. 

4.
Uzyskaną zawiesinę materiału komórkowego przenieść do schłodzonych probówek wirówkowych o pojemności 60 ml.

5.
Próbówki zrównoważyć parami. Tak przygotowany materiał wirować przez 5 minut w rotorze kątowym w temperaturze 4ºC przy obrotach zapewniających przyspieszenie rzędu 1 000g. W wyniku wirowania uzyskujemy osad chloroplastów oraz supernatant zawierający pozostałe elementy komórki.

6.
Supernatant usuwamy a osad chloroplastów zawieszamy bardzo dokładnie w 10 ml zimnego buforu B (bufor hipotoniczny), używając do tego pędzelka.

7.
Zawieszony osad przenosimy do dwóch czystych probówek wirówkowych o pojemności 60 ml, dodajemy 40 ml buforu B a następnie probówki równoważymy.

8.
W wyniku 3 minutowej inkubacji następuje pękanie chloroplastów i uwalnianie tylakoidów. Po zrównoważeniu wirujemy 30 sekund w 4ºC przy przyspieszeniu wynoszącym 1 000g.

9.
Ponownie uzyskujemy osad oraz supernatant, który delikatnie i ostrożnie zlewamy do czystych probówek. Probówki równoważymy używając do tego buforu B i wirujemy kolejny raz w 4ºC przy przyspieszeniu wynoszącym 3 000g przez 10 minut.

10.
Uzyskany preparat tylakoidów zawieszamy w 2-3 ml buforu B i zachowujemy do następnych ćwiczeń cały czas trzymając go w lodzie.

Materiały i odczynniki

· dwutygodniowe siewki grochu

· bufor A do homogenizacji materiału roślinnego: 50 mM Tris-HCl pH 7,5 z 0,3 M sacharozą, 10 mM NaCl

· bufor B do przemywania: 50 mM Tris-HCl, pH 7,5 z 50 mM sacharozą, 10 mM NaCl

· probówki wirówkowe o pojemności 60 ml

· pędzel, flizelina lub tetra

11.1.6.3. Oznaczanie całkowitego stężenia chlorofilu
Zasada metody


Widma absorpcji roztworów acetonowych chlorofilu a i b przecinają się przy długości fali równej 652 nm. Absorpcja (A) roztworu chlorofilu o stężeniu 1 mg/ml wynosi 34,5. Korzystając z tych informacji  stężenie chlorofilu w próbie oznaczamy według poniższej metody.

Postępowanie

1.
Do 6 ml 80% acetonu dodać 30 l zawiesiny błon tylakoidowych (rozcieńczenie 200 razy).

2.
Inkubować w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

3.
Odwirować (1 000g, 3 minuty) lub przefiltrować przez bibułę.

4.
Zmierzyć absorpcję klarownego ekstraktu przy długości fali 652 nm.

5.
Wynik pomiaru pomnożyć przez 5,8.

6.
Otrzymany wynik daje stężenie chlorofilu w mg/ml:
Chl (mgcm3) w mieszanie tylakoidów = A652200/34,5 = A6525,8

Materiały i odczynniki

· 80% aceton

· kuwety szklane 

· lejek 

· bibuła filtracyjna

11.1.6.4. Oznaczanie zawartości chlorofili a i b

Postępowanie

1.
Zmierzyć absorpcję klarownego ekstraktu acetonowego tylakoidów przy dwóch długościach fali – 664 nm i 667 nm.

2.
Zawartość chlorofilu a i b wyliczyć z poniższych równań:

Całkowity chlorofil XE "chlorofil"  (M) = 7,93A664+19,53 A647
Chl a (M) = 13,19 A664 - 2,57 A647

Chl b (M) = 22,10 A647- 5,26 A664

Materiały i odczynniki

· 80% aceton

· kuwety szklane 

11.1.7. Spektrofotometryczny pomiar aktywności fotosystemu II (PSII XE „PS II" ), wpływ szoku termicznego oraz buforu Tris-HCl

Zasada metody


Pomiar aktywności prowadzi się w układzie H2O ( PSII ( DCIP. Pod wpływem światła elektron zostaje przeniesiony przez PSII z wody na sztuczny akceptor – DCIP (roztwór barwy niebieskiej). W wyniku tego procesu powstaje zredukowany DCIPH2, który jest bezbarwny. Reakcję mierzy się spektrofotometrycznie naświetlając próbkę światłem czerwonym i rejestrując jednocześnie spadek absorpcji przy 600 nm. Współczynnik absorpcji molowej (ε) dla DCIP przy λ = 600 nm wynosi 16 100 dm3 /mol cm. 

Postępowanie

1.
Z przygotowanych stężonych roztworów przygotuj układ pomiarowy:

	Składniki stężone
	Obj. składników stężonych [ml]
	Woda
	Stężenia końcowe

	0,2 M Tricine-KOH pH 7,5
	12,5
	Uzupełnić wodą do 50 ml
	50 mM Tricine-KOH pH 7,5

	1,0 M KCl
	2,5
	
	50 mM KCl

	0,1 M MgCl2
	2,5
	
	5 mM MgCl2

	0,1 M NH4Cl
	5
	
	10 mM NH4Cl

	0,5 mM DCIP
	5
	
	0,05 mM DCIP


2.
Odpipetuj 2 ml roztworu pomiarowego do kuwety i dodaj ilość preparatu tylakoidów zawierających od 20 do 40 (g chlorofilu

a)
Zmierz zmianę absorpcji roztworu pomiarowego w czasie pod wpływem światła czerwonego przy 600 nm. Pomiary powtórz czterokrotnie. 

b)
Oblicz aktywność kompleksu PSII w tylakoidach, (obliczoną wartość przyjmujemy jako 100% aktywność preparatu).

3.
Odpipetuj 2 ml roztworu pomiarowego do kuwety dodaj 200 (l roztworu nasyconego DCMU o stężeniu 0,18 mM oraz ilość preparatu tylakoidów zawierających od 20 do 40 (g chlorofilu.

a)
Zmierz zmianę absorpcji roztworu pomiarowego w czasie pod wpływem światła czerwonego przy 600 nm. Pomiary powtórz czterokrotnie

b)
Oblicz aktywność kompleksu PSII w tylakoidach, (obliczoną wartość przyjmujemy jako 0% aktywność preparatu).
4.
Odpipetuj 2 ml roztworu pomiarowego do kuwety i dodaj ilość preparatu tylakoidów zawierających od 20 do 40 (g chlorofilu poddanych inkubacji w 50(C przez 5 minut.

a)
Zmierz zmianę absorpcji roztworu pomiarowego w czasie pod wpływem światła czerwonego przy 600 nm. Pomiary powtórz czterokrotnie. 

b)
Oblicz aktywność kompleksu PSII w tylakoidach.

5.
Odpipetuj 2 ml roztworu pomiarowego do kuwety dodaj 200 (l roztworu ilość preparatu tylakoidów zawierających od 20 do 40 (g chlorofilu przemytych roztworem 1,6 M Tris-HCl pH 8,0.

a)
Zmierz zmianę absorpcji roztworu pomiarowego w czasie pod wpływem światła czerwonego przy 600 nm. Pomiary powtórz czterokrotnie.

b)
Oblicz aktywność kompleksu PSII w tylakoidach.

6.
Odpipetuj 2 ml roztworu pomiarowego do kuwety dodaj 200 (l roztworu ilość preparatu tylakoidów zawierających od 20 do 40 (g poddanych inkubacji w 50(C przez 5 minut oraz 10 l świeżo przygotowanego roztworu DPC XE "DPC"  (40 mg DPC /ml alkoholu etylowego).

a)
Zmierz zmianę absorpcji roztworu pomiarowego w czasie pod wpływem światła czerwonego przy 600 nm. Pomiary powtórz czterokrotnie.

b)
Oblicz aktywność kompleksu PSII w tylakoidach.

7.
Odpipetuj 2 ml roztworu pomiarowego do kuwety dodaj 200 (l roztworu ilość preparatu tylakoidów zawierających od 20 do 40 (g chlorofilu przemytych roztworem 1,6 M Tris-HCl pH 8,0 oraz 10 l świeżo przygotowanego roztworu DPC XE "DPC"  (patrz punkt 6).

a)
Zmierz zmianę absorpcji roztworu pomiarowego w czasie pod wpływem światła czerwonego przy 600 nm. Pomiary powtórz czterokrotnie.

b)
Oblicz aktywność kompleksu PSII w tylakoidach.
Opracowanie wyników 

1.
Podać stężenie chlorofilu w preparacie wyjściowym.

2.
Na podstawie uzyskanych wyników pomiarowych obliczyć:

a)
Średnią aktywność PSII XE „PS II"  w przypadku użycia sześciu różnych układów  pomiarowych 

b)
Odchylenie standardowe i przedział ufności XE "przedział ufności"  dla poszczególnych serii pomiarowych.

3.
Przedstawić na wykresie słupkowym średnie aktywności dla PSII i zaznacz na nim odchylenia standardowe (patrz na obliczenia z pkt. 2)

4.
Skomentuj uzyskane wyniki w kontekście używanych inhibitorów, akceptorów i donorów elektronowych.

Materiały i odczynniki

· 0,2 M Tricine-KOH pH 7,5

· 1,0 M KCl

· 0,1 M MgCl2

· 0,1 M NH4Cl

· 0,5 mM DCIP

· alkohol etylowy 

· nasycony wodny roztwór DCMU

· DPC 

· kuwety do pomiarów w świetle widzialnym 

· 1,6 M Tris-HCl pH 8,0 

· preparat tylakoidów

· stoper

· spektrofotometr
11.1.8. Spektrofotometryczny pomiar aktywności fotosystemu II (PSII XE „PS II" ), wpływ DCMU

Zasada metody


Pomiar aktywności prowadzi się w układzie H2O ( PSII ( DCIP w obecności inhibitora, jakim jest DCMU. Pod wpływem światła elektron zostaje przeniesiony przez PSII z wody na sztuczny akceptor, – DCIP. W wyniku tego procesu powstaje zredukowany DCIPH2. Reakcję mierzy się spektrofotometrycznie naświetlając próbkę światłem czerwonym i rejestrując jednocześnie spadek absorpcji przy 600 nm. Współczynnik absorpcji molowej (ε) dla DCIP przy λ = 600 nm, wynosi 16 100 dm3 /mol cm.
Postępowanie

1.
Z przygotowanych stężonych roztworów przygotuj układ pomiarowy:

	Składniki stężone
	Obj. składników stężonych [ml]
	Woda
	Stężenia końcowe

	0,2 M Tricine-KOH pH 7,5
	30
	Uzupełnić wodą do 120 ml
	50 mM Tricine-KOH pH 7,5

	1,0 M KCl
	6
	
	50 mM KCl

	0,1 M MgCl2
	6
	
	5 mM MgCl2

	0,1 M NH4Cl
	12
	
	10 mM NH4Cl

	0,5 mM DCIP
	12
	
	0,05 mM DCIP


2.
Odpipetuj po 2 ml roztworu pomiarowego do 60 probówek i pogrupuj je po cztery w 15 grup pomiarowych..

3.
Z roztworu nasyconego DCMU pobierz 50 l i rozcieńcz je wodą 150 razy

4.
Przygotuj układ pomiarowy według  poniższego schematu.

	Grupa

pomiarowa
	Objętość dodanego DCMU [l]
	Grupa

pomiarowa
	Objętość dodanego DCMU [l]

	1
	1
	9
	30

	2
	2
	10
	40

	3
	3
	11
	60

	4
	5
	12
	80

	5
	8
	13
	100

	6
	12
	14
	120

	7
	15
	15
	150

	8
	20
	
	


5.
Przelej z probówki do kuwety 2 ml roztworu pomiarowego i dodaj ilość preparatu tylakoidów zawierających od 20 do 40 (g chlorofilu

a)
Zmierz zmianę absorpcji roztworu pomiarowego w czasie pod wpływem światła czerwonego przy 600 nm. 

b)
Oblicz aktywność kompleksu PSII w tylakoidach.

Opracowanie wyników

1.
Podać stężenie chlorofilu w preparacie wyjściowym.

2.
Na podstawie uzyskanych wyników pomiarowych obliczyć:

a)
Średnią aktywność PSII w przypadku użycia różnych stężeń DCMU.

b)
Odchylenie standardowe dla poszczególnych serii pomiarowych.

3.
Przedstaw na wykresie zależność średniej aktywności PSII od stężenia DCMU i zaznacz na nim odchylenie standardowe (patrz na obliczenia z pkt. 2).

4.
Wylicz i zaznacz na wykresie, przy jakim stężeniu DCMU następuje 50% hamowanie aktywności kompleksu PSII.

5.
Skomentuj uzyskane wyniki w kontekście używanych inhibitorów i akceptorów elektronowych.

Materiały i odczynniki

· 0,2 M Tricine-KOH pH 7,5

· 1,0 M KCl

· 0,1 M MgCl2
· 0,1 M NH4Cl

· 0,5 mM DCIP

· alkohol etylowy 

· nasycony roztwór DCMU

· kuwety do pomiarów w świetle widzialnym 

· preparat tylakoidów

· stoper

· spektrofotometr

11.1.9. Polarograficzny pomiar aktywności fotosystemu II (PSII)
Zasada metody


Pomiar aktywności prowadzi się w układzie H2O ( PSII XE „PS II"  ( akceptor (reakcja typu II). PSII przenosi elektrony na sztuczny akceptor w wyniku zaabsorbowanej energii świetlnej. Reakcję tę można opisać następującym wzorem:

2 H2O + światło ( 4 H+ + O2 (

Wydzielanie tlenu, które jest miarą aktywności fotosyntetycznej PSII jest mierzone polarograficznie.

Postępowanie

1.


a) Z przygotowanych stężonych roztworów przygotuj układ pomiarowy:

	Składniki stężone
	Obj. składników stężonych [ml]
	Woda
	Stężenia końcowe

	0,2 M HEPES-NaOH pH 7,5
	5
	Uzupełnić wodą do 20 ml
	50 mM HEPES-NaOH pH 7,5

	1,0 M Sorbitol
	6
	
	300 mM Sorbitol

	0,2 M NaCl
	1
	
	10 mM NaCl



b) Odpipetuj 3 ml roztworu pomiarowego do naczyńka pomiarowego i dodaj 75 (l roztworu DMQ pełniącego rolę sztucznego akceptora (roztwór etanolowy sporządzić na świeżo: 13,6 mg / ml) oraz ilość preparatu tylakoidów zawierających od 60 do 100 (g chlorofilu.


c) Używając tlenowej elektrody Clarka, mierz wydzielanie tlenu pod wpływem światła przez jedną minutę. Pomiar powtórz pięć razy.

2.


a) Z przygotowanych stężonych roztworów przygotuj układ pomiarowy:

	Składniki stężone
	Obj. składników stężonych [ml]
	Woda
	Stężenia końcowe

	0,2 M HEPES-NaOH pH 7,5
	5
	Uzupełnić wodą do 20 ml
	50 mM HEPES-NaOH pH 7,5

	1,0 M Sorbitol
	6
	
	300 mM Sorbitol

	0,2 M NaCl
	1
	
	10 mM NaCl

	0,1 M NH4Cl
	2
	
	10 mM NH4Cl



b) jak w pkt. 1.b)


c) jak w pkt. 1.c)

3. 


a) Z przygotowanych stężonych roztworów przygotuj układ pomiarowy:

	Składniki stężone
	Obj. składników stężonych [ml]
	Woda
	Stężenia końcowe

	0,2 M HEPES-NaOH pH 7,5
	5
	Uzupełnić wodą do 20 ml
	50 mM HEPES-NaOH pH 7,5

	1,0 M Sorbitol
	6
	
	300mM Sorbitol

	0,2 M NaCl
	1
	
	10 mM NaCl

	0,18 mM DCMU

(r-r nasycony)
	2
	
	18 (M DCMU



b) jak w pkt. 1.b)


c) jak w pkt. 1.c)

4. 


a) Z przygotowanych stężonych roztworów i naważki przygotuj układ pomiarowy:

	Składniki stężone
	Obj. składników stężonych [ml]
	Woda
	Stężenia końcowe

	0,2 M HEPES-NaOH pH 7,5
	5
	Uzupełnić wodą do 20 ml
	50 mM HEPES-NaOH pH 7,5

	1,0 M Sorbitol
	6
	
	300 mM Sorbitol

	0,2 M NaCl
	1
	
	10 mM NaCl

	3,29 mg

heksacyjanożelazianu (III) potasu 
	-
	
	0,5 mM heksacyjanożelazian (III) potasu 



b) Odpipetuj 3 ml roztworu pomiarowego do naczyńka pomiarowego i dodaj ilość preparatu tylakoidów zawierających od 60 do 100 (g chlorofilu.


c) jak w pkt. 1.c)

5.


a) Z przygotowanych stężonych roztworów i naważki przygotuj układ pomiarowy:

	Składniki stężone
	Obj. składników stężonych [ml]
	Woda
	Stężenia końcowe

	0,2 M HEPES-NaOH pH 7,5
	5
	Uzupełnić wodą do 20 ml
	50 mM HEPES-NaOH pH 7,5

	1,0 M Sorbitol
	6
	
	300 mM Sorbitol

	0,2 M NaCl
	1
	
	10 mM NaCl

	0,1 M NH4Cl
	2
	
	10 mM NH4Cl

	3,29 mg

heksacyjanożelazianu (III) potasu
	-
	
	0,5 mM heksacyjanożelazian (III) potasu



b) jak w pkt. 4.b)


c) jak w pkt. 1.c)

6.


a) Z przygotowanych stężonych roztworów i naważki przygotuj układ pomiarowy:

	Składniki stężone
	Obj. składników stężonych [ml]
	Woda
	Stężenia końcowe

	0,2 M HEPES-NaOH pH 7,5
	5
	Uzupełnić wodą do 20 ml
	50 mM HEPES-NaOH pH 7,5

	1,0 M Sorbitol
	6
	
	300 mM Sorbitol

	0,2 M NaCl
	1
	
	10 mM NaCl

	0,18 mM DCMU

(r-r nasycony)
	2
	
	18 (M DCMU

	3,29 mg

heksacyjanożelazianu (III) potasu
	-
	
	0,5 mM heksacyjanożelazian (III) potasu



b) jak w pkt. 4.b)


c) jak w pkt. 1.c)

Opracowanie wyników 

1.
Podać stężenie chlorofilu w preparacie wyjściowym.

2.
Na podstawie uzyskanych wyników pomiarowych obliczyć:

a)
Średnią aktywność PSII XE „PS II"  w przypadku użycia sześciu różnych układów pomiarowych (patrz podpunkt Postępowanie układ pomiarowy 1, 2, 3, 4, 5 i 6).

b)
Odchylenie standardowe i przedział ufności XE "przedział ufności"  dla poszczególnych serii pomiarowych.

3.
Przedstawić na wykresie słupkowym średnie aktywności dla PSII i zaznacz na nim odchylenia standardowe (patrz na obliczenia z pkt. 2)

4.
Stosując test t-Studenta dla prób niezależnych sprawdź:

a)
Czy różnice średnich aktywności PSII z zastosowaniem różnych akceptorów elektronów są istotne?

b)
Czy różnice średnich aktywności PSII z zastosowaniem danego akceptora elektronów  bez i z inhibitorem są istotne?

5.
Skomentuj uzyskane wyniki w kontekście używanych inhibitorów i akceptorów elektronowych.

Materiały i odczynniki

· 0,2 MHEPES-NaOH pH 7,5

· 0,2 M NaCl 

· 1,0 M Sorbitol 

· 0,1 M NH4Cl 

· alkohol etylowy 

· nasycony roztwór wodny DCMU 

· dimetylochinon (DMQ) 

· heksacyjanożelazian (III) potasu (żelazicyjanek potasu) 

· preparat tylakoidów 

· elektroda tlenowa XE "elektroda tlenowa"  Clarka 

· monitor tlenowy 

· rejestrator

11.1.10. Polarograficzny pomiar aktywności fotosystemu I (PSI XE „PS I" ), wpływ jonu amonowego na transport elektronów
Zasada metody


Pomiar aktywności prowadzi się w układzie donor ( PSI XE „PS I"  ( MV XE "MV"  (reakcja typu III). W układzie tym, donorami elektronów może być zredukowany DCIP lub DAD. PSI przenosi elektrony na sztuczny akceptor MV kosztem zaabsorbowanej energii świetlnej. W wyniku reakcji Mehlera następuje ubytek tlenu, który jest mierzony polarograficznie.

Postępowanie

1. 


a) Z przygotowanych stężonych roztworów i naważek przygotuj układ pomiarowy:

	Składniki stężone
	Obj. składników stężonych [ml]
	Woda
	Stężenia końcowe

	0,2 M Tricine-KOH pH 8,0
	5
	Uzupełnić wodą do 20 ml
	50 mM Tricine-KOH pH 8,0

	0,18 mM DCMU

(r-r nasycony)
	2
	
	18 (M DCMU

	0,5 mg MV
	-
	
	0,1mM MV

	9,9 mg askorbinianu sodu
	-
	
	2,5 mM askorbinian sodu

	1,3 mg DAD
	-
	
	0,4 mM DAD



b) Odpipetuj 3 ml roztworu pomiarowego do naczyńka pomiarowego i dodaj ilość preparatu tylakoidów zawierających od 20 do 40 (g chlorofilu.


c) Używając tlenowej elektrody Clarka, mierz ubytek tlenu pod wpływem światła przez jedną minutę. Pomiar powtórz pięć razy.

2.


a) Z przygotowanych stężonych roztworów i naważek przygotuj układ pomiarowy:

	Składniki stężone
	Obj. składników stężonych [ml]
	Woda
	Stężenia końcowe

	0,2 M Tricine-KOH pH 8,0
	5
	Uzupełnić wodą do 20 ml
	50 mM Tricine-KOH pH 8,0

	0,18 mM DCMU

(r-r nasycony)
	2
	
	18 (M DCMU

	0,1 M NH4Cl
	2
	
	10 mM NH4Cl

	0,5 mg MV
	-
	
	0,1 mM MV

	9,9 mg askorbinianu sodu
	-
	
	2,5 mM askorbinian sodu

	1,3 mg DAD
	-
	
	0,4 mM DAD



b) jak w pkt. 1.b)


c) jak w pkt. 1.c)

3. 


a) Z przygotowanych stężonych roztworów i naważek przygotuj układ pomiarowy:

	Składniki stężone
	Obj. składników stężonych [ml]
	Woda
	Stężenia końcowe

	0,2 M Tricine-KOH pH 8,0
	5
	Uzupełnić wodą do 20 ml
	50 mM Tricine-KOH pH 8,0

	0,18 mM DCMU

(r-r nasycony)
	2
	
	18 (M DCMU

	0,5 mg MV
	-
	
	0,1mM MV

	9,9 mg askorbinianu sodu
	-
	
	2,5 mM askorbinian sodu

	0,6 mg DCIP
	-
	
	0,1mM DCIP



b) jak w pkt. 1.b)


c) jak w pkt. 1.c)

4.


a) Z przygotowanych stężonych roztworów i naważek przygotuj układ pomiarowy:

	Składniki stężone
	Obj. składników stężonych [ml]
	Woda
	Stężenia końcowe

	0,2 M Tricine-KOH pH 8,0
	5
	Uzupełnić wodą do 20 ml
	50 mM Tricine-KOH pH 8,0

	0,18 mM DCMU

(r-r nasycony)
	2
	
	18 (M DCMU

	0,1 M NH4Cl
	2
	
	10 mM NH4Cl

	0,5 mg MV
	-
	
	0,1 mM MV

	9,9 mg askorbinianu sodu
	-
	
	2,5 mM askorbinian sodu

	0,6 mg DCIP
	-
	
	0,1 mM DCIP



b) jak w pkt. 1.b)


c) jak w pkt. 1.c)

Opracowanie wyników 

1.
Podać stężenie chlorofilu w preparacie wyjściowym.

2.
Na podstawie uzyskanych wyników pomiarowych obliczyć:

a)
Średnią aktywność PSI XE „PS I"  w przypadku użycia czterech różnych układów pomiarowych ( patrz podpunkt Postępowanie układ pomiarowy 1, 2, 3, i 4).

b)
Odchylenie standardowe i przedział ufności XE "przedział ufności"  dla poszczególnych serii pomiarowych.

3.
Przedstawić na wykresie słupkowym średnie aktywności dla PSI XE „PS I"  i zaznacz na nim odchylenia standardowe (patrz na obliczenia z pkt. 2).

4.
Policz stopień sprzężenia chloroplastów.

5.
Stosując test t-Studenta dla prób niezależnych sprawdź:

a)
Czy różnice średnich aktywności PSI z zastosowaniem różnych donorów elektronów są istotne?

b)
Czy różnice średnich aktywności PSI z zastosowaniem danego donora elektronów  bez i z rozprzęgaczem są istotne?

6.
Skomentuj uzyskane wyniki w kontekście używanych inhibitorów, donorów, akceptorów elektronowych oraz czynnika rozprzęgającego.

Materiały i odczynniki

· 0,2 M Tricine-KOH pH 8,0

· 0,1 M NH4Cl

· nasycony roztwór wodny DCMU 

· askorbinian sodu 

· MV

· DAD

· DCIP

· preparat tylakoidów 

· elektroda tlenowa XE "elektroda tlenowa"  Clarka 

· monitor tlenowy 

· rejestrator

11.1.11. Jednoczesny polarograficzny pomiar aktywności fotosystemu II (PSII XE „PS II" ) i fotosystemu I (PSI XE „PS I" )

Zasada metody


Pomiar aktywności prowadzi się w układzie H2O ( PSII XE „PS II"  ( PSI XE „PS I"  ( akceptor (reakcja typu I). W układzie tym akceptorem może być MV XE "MV" . W przedstawionej reakcji fotoredukcji następuje wydzielanie tlenu w wyniku fotolizy wody oraz pochłanianie tlenu wskutek samoistnego utleniania sztucznego akceptora elektronów. Zachodzi ciąg następujących reakcji:

H2O + 2MVutl. ( ½ O2  ( + 2MVzred.  + 2H+
2MVzred. + 2O2 (   ( 2MVutl. + 2O2 ( -

2O2 ( - + 2H+ ( H2O2 + O2 (
H2O + ½ O2  (  ( H2O2
W efekcie końcowym obserwowany jest ubytek tlenu, który jest mierzony polarograficznie.

Postępowanie

1. 


a) Z przygotowanych stężonych roztworów i naważki przygotuj układ pomiarowy:

	Składniki stężone
	Obj. składników stężonych [ml]
	Woda
	Stężenia końcowe

	0,2 M HEPES-NaOH pH 7,5
	5
	Uzupełnić wodą do 20 ml
	50 mM HEPES-NaOH pH 7,5

	0,2 M NaCl
	3
	
	30 mM NaCl

	0,1 M MgCl2
	1
	
	5 mM MgCl2

	0,5 mg MV
	-
	
	0,1 mM MV



b) Odpipetuj 3 ml roztworu pomiarowego do naczyńka pomiarowego i dodaj ilość preparatu tylakoidów zawierających od 60 do 100 (g chlorofilu.


c) Używając tlenowej elektrody Clarka, zmierz ubytek tlenu pod wpływem światła przez jedną minutę. Pomiar powtórz pięć razy.

2.


a) Z przygotowanych stężonych roztworów i naważki przygotuj układ pomiarowy:

	Składniki stężone
	Obj. składników stężonych [ml]
	Woda
	Stężenia końcowe

	0,2 M HEPES-NaOH pH 7,5
	5
	Uzupełnić wodą do 20 ml
	50 mM HEPES-NaOH pH 7,5

	0,2 M NaCl
	3
	
	30 mM NaCl

	0,1 M MgCl2
	1
	
	5 mM MgCl2

	0,1 M NH4Cl
	2
	
	10 mM NH4Cl

	0,5 mg MV
	-
	
	0,1 mM MV



b) jak w pkt. 1.b)


c) jak w pkt. 1.c)

Opracowanie wyników 

1.
Podać stężenie chlorofilu w preparacie wyjściowym.

2.
Na podstawie uzyskanych wyników pomiarowych obliczyć:

a)
Średnią aktywność w badanym układzie w przypadku użycia dwóch różnych układów pomiarowych (patrz podpunkt Postępowanie układ pomiarowy 1 i 2).

b)
Odchylenie standardowe i przedział ufności XE "przedział ufności"  dla poszczególnych serii pomiarowych.

3.
Przedstawić na wykresie słupkowym średnie aktywności dla badanego układu i zaznacz na nim odchylenia standardowe (patrz na obliczenia z pkt. 2)

4.
Stosując test t-Studenta dla prób niezależnych sprawdź: czy różnice średnich aktywności badanego układu w przypadku użycia dwóch różnych mieszanin pomiarowych są istotne.

5.
Skomentuj uzyskane wyniki w kontekście używanych inhibitorów i akceptorów elektronowych.

Materiały i odczynniki

· 0,2 MHEPES-NaOH pH 7,5

· 0,2 M NaCl 

· 0,1 M MgCl2 

· 0,1 M NH4Cl 

· MV

· preparat tylakoidów 

· elektroda tlenowa XE "elektroda tlenowa"  Clarka 

· monitor tlenowy 

· rejestrator

Piśmiennictwo

Hall D.O., Rao K.K. Fotosynteza. Wydawnictwo Naukowo Techniczne WNT, Warszawa 1999.

12. Użyteczne wzory

Rozcieńczanie roztworów (stosunki objętościowe)

CA
CC – CB =ml A



CC
CB
CA – CC =ml B

50%
15 – 5 = 10 ml



15%
45 ml

5%
50 – 15 = 35 ml

5M
1 – 0 = 1 ml



1M
5 ml

0
5 – 1 = 4 ml

gdzie:

A – roztwór rozcieńczany

B – rozcieńczalnik

C – pożądany roztwór 

C – stężenie

Frakcjonowanie nasyconym roztworem siarczanu (VI) amonu


100 ( (S2 – S1)

V =    _____________________

(1 – S2)

gdzie:

S2 – końcowe nasycenie (wyrażone w ułamkach dziesiętnych)

V – objętość nasyconego roztworu (NH4)2SO4, jaką należy dodać do 100 ml wyjściowego roztworu o nasyceniu S1 (wyrażonym w ułamku dziesiętnym), aby uzyskać nasycenie S2
Frakcjonowanie stałym siarczanem (VI) amonu

            53,3 ( V/100 ( (S2 – S1)

g =        _______________________________

                      1 – (0,3 ( S2)

gdzie:

g – ilość gramów siarczanu (VI) amonu

V – objętość początkowa wyrażona w mililitrach

S1 – nasycenie początkowe wyrażone w ułamkach dziesiętnych

S2 – nasycenie końcowe (pożądane) wyrażone w ułamkach dziesiętnych

Przeliczenie liczby obrotów rotora na minutę na wartość wyrażoną w g (RCF)

RCF (g) = 1,12 ( 10-6 ( r ( N2
gdzie:

RCF – względna siła odśrodkowa wyrażona w wielokrotności siły grawitacyjnej

r – promień rotora wyrażony w milimetrach (mm)

N – liczba obrotów na minutę

Masa molowa oligonukleotydu

MW [g/mol] = [(A ( 312,2) + (G ( 328,2) + (C ( 288,2) + (T ( 303,2) – 61]

gdzie wartości A, G, C i T oznaczają liczbę odpowiednich nukleotydów w cząsteczce

13. Dodatek

Tab. 13.1 Ważniejsze pierwiastki

	pierwiastek
	symbol
	liczba

atomowa
	masa

atomowa

(12C=12)
	gęstość

[g/cm3]
	temp.

topnienia

[(C]
	temp.

wrzenia

[(C]

	antymon
	Sb
	51
	121,75
	6,68
	630
	1380

	arsen
	As
	33
	74,92
	5,72
	615 subl.
	–

	azot
	N
	7
	14,01
	1,25**
	–211
	–196

	bar
	Ba
	56
	137,34
	3,50
	710
	1 140

	bizmut
	Bi
	83
	208,98
	9,8
	271
	1 560

	bor
	B
	5
	10,81
	3,33
	2 300
	2 550

	brom
	Br
	35
	79,91
	3,14
	–7,3
	58,8

	chlor
	Cl
	17
	35,45
	1,51*
	–100,5
	–34,6

	chrom
	Cr
	24
	52,00
	6,92
	1 920
	2 480

	cyna
	Sn
	50
	118,69
	7,2
	232
	2 270

	cynk
	Zn
	30
	65,37
	7,1
	419
	907

	fluor
	F
	9
	19,00
	1,69**
	–218
	–188

	fosfor (biały)
	P
	15
	30,97
	1,82
	44,1
	280

	glin
	Al
	13
	26,98
	2,70
	658
	2 057

	jod
	I
	53
	126,90
	4,93
	113,6
	184,4

	kadm
	Cd
	48
	112,40
	8,64
	321
	767

	kobalt
	Co
	27
	58,93
	8,9
	1 492
	2 900

	krzem (kryst.)
	Si
	14
	28,09
	2,4
	1 414
	2 355

	lit
	Li
	3
	6,94
	0,53
	179
	1 336

	magnez
	Mg
	12
	24,31
	1,74
	657
	1 107

	mangan
	Mn
	25
	54,94
	7,2
	121
	1 900

	miedź
	Cu
	29
	63,54
	8,92
	1 084
	2 336

	molibden
	Mo
	42
	95,94
	10,2
	2 622
	4 800

	nikiel
	Ni
	28
	58,71
	8,9
	1 453
	2 900

	ołów
	Pb
	82
	204,19
	11,34
	327
	1 620

	platyna
	Pt
	78
	195,09
	21,45
	1 773
	4 300

	potas
	K
	19
	39,10
	0,86
	63,5
	760

	rtęć
	Hg
	80
	200,59
	13,55
	–38,8
	357

	selen
	Se
	34
	78,96
	4,26
	220
	688

	siarka
	S
	16
	32,06
	2,07
	113
	447

	sód
	Na
	11 
	22,99
	0,97
	97,7
	880

	srebro
	Ag
	47
	107,87
	10,5
	960
	1 950

	tlen
	O
	8
	16,00
	1,43**
	–219
	–183

	tytan
	Ti
	22
	47,90
	4,4
	1 800
	>3 000

	wanad
	V
	23
	50,94
	6,07
	1 726
	>3 000

	wapń
	Ca
	20
	40,08
	1,55
	850
	1 240

	węgiel (grafit)
	C
	6
	12,01
	2,25
	3 652 subl.
	–

	wodór
	H
	1
	1,01
	0,09**
	–262
	–253

	wolfram
	W
	74
	183,85
	19,3
	3 380
	5 900

	złoto
	Au
	79
	196,97
	19,25
	1 063
	2 600

	żelazo
	Fe
	26
	55,85
	7,86
	1 535
	3 000


*34,6 (C, ** g/dm3
Tab. 13.2 Sporządzanie roztworów zasad i kwasów
	Roztwory
	Stężenie molowe
	Mililitry stężonego kwasu lub zasady uzupełnić wodą do 1 litra
	Gęstość

[g/cm3]

	kwas siarkowy (VI)
	5

2,5

1

0,5

0,25


	277,7

138,9

55,5

27,8

13,9
	1,84

	kwas solny
	5

2

1

0,5


	500

200

100

50
	1,16

	kwas solny


	5

2

1

0,5


	415

166

83

41,5
	1,19

	kwas azotowy (V)
	10

5

2

1


	500

300

120

60


	1,42

	kwas octowy
	10

5

2

1

0,5


	600

300

120

60

30
	1,055

	wodorotlenek amonu
	15

10

5

2

1

0,5
	872

571

286

114

57

28,6
	0,882

	kwas chlorowy (VII) (nadchlorowy)


	1 M
	108,7

86,2


	1,54 (60%)

1,67 (70%)


Tab. 13.3 Ważniejsze kwasy mineralne oraz stężone zasady

	kwas mineralny / zasada
	% wagowy
	gęstość

[g/cm3]
	molarność *

	kwas octowy 99-100%
	~99
	1,06
	18

	bezwodnik octowy
	90
	1,07
	–

	kwas mrówkowy
	99
	1,22
	26

	kwas solny stężony 1,16
	32
	1,16
	10

	kwas solny stężony 1,18
	36
	1,18
	12

	kwas solny dymiący
	38
	1,19
	12,5

	kwas azotowy (V) stężony
	65
	1,40
	14

	kwas azotowy (V) dymiący
	~99
	1,51
	21

	kwas ortofosforowy (V) 1,71
	85
	1,69
	15

	kwas ortofosforowy (V) 1,75
	89
	1,75
	16

	kwas siarkowy (VI) stężony
	~96
	1,84
	18

	wodorotlenek amonu stężony
	28
	0,90
	14,8

	wodorotlenek potasu 50%
	50
	1,52
	13,5

	wodorotlenek sodu 50%
	50
	1,53
	19,1


* wartość przybliżona

Tab. 13.4 Wskaźniki kwasowo-zasadowe

	barwnik
	zakres pH
	zmiana koloru

	błękit tymolowy
	1,2–2,8
	czerwony-żółty

	purpura krezolowa
	1,2–2,8
	czerwony-żółty

	błękit bromofenolowy
	3,0–4,6
	żółty-czerwonofioletowy

	czerwień kongo
	3,0–5,2
	fiololetowy-pomarańczowy

	oranż metylowy
	3,1–4,4
	czerwony-żółtopomarańczowy

	zieleń bromokrezolowa
	3,8–5,4
	żółty-niebieski

	czerwień metylenowa
	4,4–6,2
	czerwony-żółtopomarańczowy

	purpura bromokrezolowa
	5,2–6,8
	zółty-purpurowy

	czerwień bromofenolowa
	5,2–6,8
	żółtopomarańczowy-purpurowy

	błękit bromotymolowy
	6,0–7,6
	żółty-niebieski

	czerwień fenolowa
	6,4–8,2
	żółty-czerwony

	czerwień obojętna
	6,8–8,0
	ciemnoczerwony-żółtopomarańczowy

	czerwień krezolowa
	7,0–8,8
	żółty-purpurowy

	purpura krezolowa
	7,4–9,0
	żółty-purpurowy

	błękit tymolowy
	8,0–9,6
	żółty-niebieski

	fenoloftaleina
	8,2–9,8
	bezbarwny-czerwonofiolotetowy

	tymoloftaleina
	9,3–10,5
	bezbarwny-niebieski

	żółcień alizarynowa GG
	10,0–12,2
	jasnożółty-brązowy


Tab. 13.5 Stałe dysocjacji niektórych słabych kwasów

	kwas
	masa cząsteczkowa
	K
	pK XE "pK" 

	askorbinowy
	176,1
	8,0010–5 (K1)

1,6010–12 (K2)
	4,1

11,79

	azotowy (III) (azotawy)
	47,0
	4,0010–4
	3,4

	benzoesowy
	122,1
	6,3010–5
	4,2

	borowy
	61,84
	5,8010–10 (K1)
	9,24

	cyjanowodorowy
	27
	7,2010–10
	9,14

	cytrynowy
	192,1
	8,7010–4 (K1)

1,8010–5 (K2)

4,0010–6 (K3)
	3,06

4,74

5,40

	fenol
	94,1
	1,3010–10
	9,89

	orto-fosforowy
	98
	7,5010–3 (K1)

6,2010–8 (K2)

4,8010–13 (K3)
	2,12

7,21

12,32

	glicerofosforowy
	172,1
	3,4010–2 (K1)

6,4010–7 (K2)
	1,47

6,19

	mlekowy
	90,1
	1,4010–4
	3,86

	moczowy
	168,1
	1,3010–4
	3,89

	mrówkowy
	46,0
	1,7710–4
	3,75

	octowy
	60
	1,7510–5
	4,76

	propionowy
	74,1
	1,3410–5
	4,87

	siarkowy (IV) (siarkawy)
	82,1
	1,7210–2 (K1)

6,2410–8 (K2)
	1,76

7,20

	siarkowodorowy
	34,1
	5,7010–8 (K1)

1,2010–15 (K2)
	7,24

14,92

	węglowy
	62,0
	4,3010–7 (K1)

5,6010–11 (K2)
	6,37

10,25


Tab. 13.6 Ważniejsze rozpuszczalniki organiczne

	rozpuszczalnik
	gęstość

[g/cm3]
	temp. wrzenia

[(C]
	temp. zapłonu

[(C]

	aceton
	0,79
	56
	–18

	acetonitryl
	0,75
	82
	+ 6

	anilina
	1,02
	184
	+76

	benzen
	0,88
	80
	–10

	1-butanol
	0,81
	118
	+29

	2-butanol
	0,81
	100
	+24

	t-butanol
	0,79
	82
	+11

	chlorobenzen
	1,11
	132
	+30

	chloroform
	1,48
	61
	niepalny

	cykloheksan
	0,78
	81
	–17

	tetrachlorek węgla
	1,59
	77
	niepalny

	dichlorometan
	1,33
	40
	niepalny

	dimetyloformamid
	0,95
	153
	+62

	dioksan
	1,03
	101
	+12

	DMSO
	1,10
	189
	+95

	disiarczek węgla
	1,26
	46
	–30

	etanol
	0,79
	78
	+12

	eter dietylowy
	0,71
	35
	–40

	formamid
	1,13
	–
	–

	glicerol
	1,26
	290
	+176

	glikol etylenowy
	1,11
	197
	+111

	izobutanol
	0,80
	108
	+29

	ksylen
	0,86
	138
	+27

	kwas octowy lodowaty
	1,05
	118
	+40

	metanol
	0,79
	65
	+11

	n-heksan
	0,66
	69
	–23

	nitrobenzen
	1,20
	211
	+92

	n-pentan
	0,63
	36
	–49

	octan etylu
	0,90
	77
	– 4

	octan metylu
	0,93
	57
	–10

	pirydyna
	0,98
	115
	+20

	1-propanol
	0,80
	97
	+15

	2-propanol
	0,78
	82
	+12

	tetrahydrofuran
	0,89
	66
	–18

	toluen
	0,87
	111
	+ 4


Tab. 13.7 Substancje wchodzące w skład buforów użytecznych w chromatografii na kationitach

	pKa
	użyteczny

zakres pH
	substancja
	dpKa/((C)
	przeciw-jon

	2,00
	1,5-2,5
	kwas maleinowy
	
	Na+

	2,88
	2,4-3,4
	kwas malonowy
	
	Na+/Li+

	3,13
	2,6-3,6
	kwas cytrynowy
	–0,0024
	Na+

	3,81
	3,6-4,3
	kwas mlekowy
	
	Na+

	3,75
	3,8-4,3
	kwas mrówkowy
	+0,0002
	Na+/Li+

	4,21
	4,3-4,8
	kwas bursztynowy
	–0,0018
	Na+

	4,76
	4,8-5,2
	kwas octowy
	+0,0002
	Na+/Li+

	5,68
	5,0-6,0
	kwas malonowy
	
	Na+/Li+

	7,20
	6,7-7,6
	fosforan*
	–0,0028
	Na+

	7,55
	7,6-8,2
	HEPES
	–0,0140
	Na+/Li+

	8,35
	8,2-8,7
	BICINE
	–0,0180
	Na+


* sole fosforanowe często wymagają dodatkowego oczyszczenia (krystalizacja)

Tab. 13.8 Substancje wchodzące w skład buforów użytecznych w chromatografii na anionitach

	pKa
	użyteczny

zakres pH
	substancja
	dpKa/((C)
	przeciw-jon

	4,75
	4,5-5,0
	N-metylopiperazyna
	–0,015
	Cl–

	5,68
	5,0-6,0
	piperazyna
	–0,015
	Cl–/HCOO–

	5,96
	5,5-6,0
	L-histydyna XE "histydyna" 
	
	Cl–

	6,46
	5,8-6,4
	bis-Tris
	–0,017
	Cl–

	6,80
	6,4-7,3
	bis-Tris propan
	
	Cl–

	7,76
	7,3-7,7
	trietanoloamina
	–0,020
	Cl–/CH3COO–

	8,06
	7,4-8,2
	Tris
	–0,028
	Cl–

	8,52
	8,0-8,5
	N-metylodietyloamina
	–0,028
	Cl–/SO2–/CH3COO–

	8,58
	8,4-8,8
	dietanoloamina
	–0,025
	Cl–

	8,64
	8,5-9,0
	1,3-diaminopropan
	–0,031
	Cl–

	9,50
	9,0-9,5
	etanoloamina
	–0,029
	Cl–

	9,73
	9,5-9,8
	piperazyna
	–0,026
	Cl–

	10,47
	9,8-10,3
	1,3-diaminopropan
	–0,026
	Cl–

	11,12
	10,6-11,5
	piperadyna
	–0,031
	Cl–

	12,33
	11,8-12,0
	fosforan
	–0,026
	Cl–


Tab. 13.9 Bufory lotne stosowane w biopreparatyce
	pH
	substancja (system buforowy)
	przeciw-jon

	2,0
	kwas mrówkowy
	H+

	2,3-3,5
	pirydyna/kwas mrówkowy
	HCOO–

	3,0-5,0
	trimetyloamina/kwas mrówkowy
	HCOO–

	3,0-6,0
	pirydyna/kwas octowy
	CH3COO–

	4,0-6,0
	trimetyloamina/kwas octowy
	CH3COO–

	6,8-8,8
	trimetyloamina/HCl
	Cl–

	7,0-8,5
	amoniak/kwas mrówkowy
	HCOO–

	8,5-10,0
	amoniak/kwas octowy
	CH3COO–

	7,0-12,0
	trietyloamina/CO2
	CO3–

	7,0-12,0
	dietyloamina/CO2
	CO3–

	7,9
	kwaśny węglan amonu
	HCO3–

	8,0-9,5
	węglan amonu/amoniak
	CO3–

	8,5-10,5
	etanoloamina/HCl
	Cl–

	8,9
	węglan amonu
	CO3–


Uwagi

Substancje wymienione w tabeli łatwo można usunąć z preparatów w procesie liofilizacji.

Tab. 13.10 Bufor octanowy (0,2 M)

	pH
	0,2 M

octan sodu

[ml]
	0,2 M

kwas octowy

[ml]
	pH
	0,2 M

octan sodu

[ml]
	0,2 M

kwas octowy

[ml]

	3,6

3,8

4,0

4,2

4,4

4,6
	0,75

1,20

1,80

2,65

3,70

4,90
	9,25

8,80

8,20

7,35

6,30

5,10
	4,8

5,0

5,2

5,4

5,6

5,8
	5,90

7,00

7,90

8,60

9,10

9,40
	4,10

3,00

2,10

1,40

0,90

0,60


Uwagi

Końcowa objętość wynosi 10 ml. Bufor octanowy możemy także sporządzić miareczkując wodorotlenkiem sodu roztwór kwasu octowego. Na przykład do sporządzenia 100 ml 1 M buforu octanowego należy do ok. 50 ml wody destylowanej odmierzyć 0,1 mola (5,8 ml) stężonego kwasu octowego, miareczkować roztworem NaOH (ok. 2 M) do pożądanego pH, a następnie uzupełnić wodą do 100 ml.

Tab. 13.11 Bufor cytrynianowy (0,1 M)

	pH
	0,1 M

kwas cytrynowy

[ml]
	0,1M

cytrynian sodu

[ml]
	pH
	0,1 M

kwas cytrynowy

[ml]
	0,1M

cytrynian sodu

[ml]

	3,0

3,2

3,4

3,6

3,8

4,0

4,2

4,4
	46,5

43,8

40,0

37,0

35,0

33,0

31,5

28,0
	3,5

6,2

10,0

13,0

15,0

17,0

18,5

22,0
	4,6

4,8

5,0

5,2

5,4

5,6

5,8

6,0
	25,5

23,0

20,5

18,0

16,0

13,7

11,8

9,5
	24,5

27,0

29,5

32,0

34,0

36,3

38,2

40,5


Uwagi

Końcowa objetość wynosi 50 ml. Bufor cytrynianowy można także sporządzić miareczkując roztwór kwasu cytrynowego wodorotlenkiem sodu. Na przykład do sporządzenia 100 ml 1 M buforu cytrynianowego należy rozpuścić 0,1 mola kwasu cytrynowego w ok. 50 ml wody i miareczkować ok. 2 M NaOH do pożądanego pH. Następnie uzupełnić wodą do 100 ml.

Tab. 13.12 Bufor cytrynianowo-fosforanowy

	pH
	0,1 M kwas

cytrynowy

[ml]
	0,2 M

Na2HPO4
[ml]
	pH
	0,1 M kwas

cytrynowy

[ml]
	0,2 M

Na2HPO4
[ml]

	2,2

2,4

2,6

2,8

3,0

3,2

3,4

3,6

3,8

4,0

4,2

4,4

4,6

4,8

5,0
	19,60

18,76

17,82

16,83

15,89

15,06

14,30

13,56

12,90

12,29

11,72

11,18

10,65

10,14

9,70
	0,40

1,24

2,18

3,17

4,11

4,94

5,70

6,44

7,10

7,71

8,28

8,82

9,35

9,86

10,30
	5,2

5,4

5,6

5,8

6,0

6,2

6,4

6,6

6,8

7,0

7,2

7,4

7,6

7,8

8,0
	9,28

8,85

8,40

7,91

7,37

6,78

6,15

5,45

4,55

3,53

2,61

1,83

1,27

0,85

0,55
	10,72

11,15

11,60

12,09

12,63

13,22

13,85

14,55

15,45

16,47

17,39

18,17

18,73

19,15

19,45


Uwagi

Końcowa objętość wynosi 20 ml. Sole sodowe można zastąpić potasowymi, będzie to bez wpływu na pH, którego wartość należy zawsze sprawdzić pH-metrem i w razie konieczności skorygować.

Tab. 13.13 Bufor węglanowy (0,2 M)

	pH
	0,2 M

Na2CO3
[ml]
	0,2 M

NaHCO3
[ml]
	pH
	0,2 M

Na2CO3
[ml]
	0,2 M

NaHCO3
[ml]

	9,2

9,3

9,4

9,5

9,6

9,7

9,8

9,9
	4,0

7,5

9,5

13,0

16,0

19,5

22,0

25,0
	46,0

42,5

40,5

37,0

34,0

30,5

28,0

25,0
	10,0

10,1

10,2

10,3

10,4

10,5

10,6

10,7
	27,5

30,0

33,0

35,5

38,5

40,5

42,5

45,0
	22,5

20,0

17,0

14,5

11,5

9,5

7,5

5,0


Uwagi

Końcowa objętość wynosi 50 ml.

Tab. 13.14. Bufor fosforanowy (0,2 M)

	pH
	0,2 M

NaH2PO4

[ml]
	0,2 M

Na2HPO4

[ml]
	pH
	0,2 M

NaH2PO4

[ml]
	0,2 M

Na2HPO4

[ml]

	5,9

6,0

6,1

6,2

6,3

6,4

6,5

6,6

6,7

6,8
	90,0

87,7

85,0

81,5

77,5

73,5

68,5

62,5

56,5

51,0
	10,0

12,3

15,0

18,5

22,5

26,5

31,5

37,5

43,5

49,0
	6,9

7,0

7,1

7,2

7,3

7,4

7,5

7,6

7,7

7,8
	45,0

39,0

33,0

28,0

23,0

19,0

16,0

13,0

9,0

8,5
	55,0

61,0

67,0

72,0

77,0

81,0

84,0

87,0

91,0

91,5


Uwagi

Końcowa objętości buforu wynosi 100 ml. Bufor fosforanowy możemy także sporządzić miareczkując wodorotlenkiem sodu roztwór NaH2PO4. Na przykład do sporządzenia 100 ml 1 M buforu fosforanowego należy w ok. 50 ml wody destylowanej rozpuścić 0,1 mola NaH2PO4 i miareczkować roztworem NaOH (ok. 2 M) do pożądanego pH, a następnie uzupełnić wodą do 100 ml. Podczas przechowywania w lodówce bufor fosforanowy może ulec odwracalnemu wytrąceniu.

Tab. 13.15 Bufor boranowy (0,2 M w odniesieniu do boranu)

	pH
	0,05 M boraks Na2B4O7(10H2O

[ml]
	0,2 M kwas borowy

[ml]
	pH
	0,05 M boraks Na2B4O7(10H2O

[ml]
	0,2 M kwas borowy

[ml]

	7,4

7,6

7,8

8,0
	1,0

1,5

2,0

3,0
	9,0

8,5

8,0

7,0
	8,2

8,4

8,7

9,0
	3,5

4,5

6,0

8,0
	6,5

5,5

4,0

2,0


Uwagi

Końcowa objętości buforu wynosi 10 ml.

Tab. 13.16 Bufor Tris-HCl (0,05M) w 23(C

W celu uzyskania roztworu o poszukiwanym pH należy do 25 ml 0,2 M roztworu Tris (trihydroksymetyloaminometan) dodać podane w tabeli ilości 0,1 M HCl i uzupełnić do 100 ml wodą.

	pH

23(C
	0,1 M HCl

[ml]
	pH

23(C
	0,1 M HCl

[ml]

	9,10

8,92

8,74

8,62

8,50

8,40

8,32

8,23

8,14
	5,0

7,5

10,0

12,5

15,0

17,5

20,0

22,5

25,0
	8,05

7,96

7,87

7,77

7,66

7,54

7,36

7,20
	27,5

30,0

32,5

35,0

37,5

40,0

42,5

45,0




Tab. 13.17 Zależność pH buforu Tris-HCl (0,05 M) od temperatury

	5(C
	25(C
	37(C

	7,76
	7,20
	6,91

	7,89
	7,30
	7,02

	7,97
	7,40
	7,12

	8,07
	7,50
	7,22

	8,18
	7,60
	7,30

	8,26
	7,70
	7,40

	8,37
	7,80
	7,52

	8,48
	7,90
	7,62

	8,58
	8,00
	7,71

	8,68
	8,10
	7,80

	8,78
	8,20
	7,91

	8,88
	8,30
	8,01

	8,98
	8,40
	8,10

	9,09
	8,50
	8,22

	9,18
	8,60
	8,31

	9,28
	8,70
	8,42


Tab. 13.18 Bufor weronalowy (0,05M)

W celu uzyskania roztworu o poszukiwanym pH należy do 50 ml 0,2 M roztworu weronalu sodu dodać podane w tabeli ilości 0,2 M HCl i uzupełnić do 200 ml wodą.

	pH
	0,2 M HCl

[ml]
	pH
	0,2 M HCl

[ml]

	9,2

9,0

8,8

8,6

8,4

8,2

8,0
	1,5

2,5

4,0

6,0

9,0

12,7

17,5
	7,8

7,6

7,4

7,2

7,0

6,8
	22,5

27,5

32,5

39,0

43,0

45,0


Tab. 13.19 Przedrostki układu SI

	przedrostek
	miara
	skrót
	przedrostek
	miara
	skrót

	yotta
	1024
	Y
	mili
	10–3
	m

	zetta
	1021
	Z
	mikro
	10–6
	(

	exa
	1018
	E
	nano
	10–9
	n

	peta
	1015
	P
	piko
	10–12
	p

	tera
	1012
	T
	femto
	10–15
	f

	giga
	109
	G
	atto
	10–18
	a

	mega
	106
	M
	zepto
	10-21
	z

	kilo
	103
	k
	yocto
	10–24
	y


Tab. 13.20 Przeliczanie jednostek

_________________________________________________________________________

jednostki długości
1 metr
=
3,281 stopy (feet)




stopa
=
0,3048 metra




1 cm
=
0,3937 cala (inch)




1 cal
=
2,54 centymetra

jednostki objętości
1 litr
=
0,2642 galona (USA)




1 galon
=
3,785 litra




1 m3
=
35,31 stóp sześciennych




1 stopa3
=
0,028 m3



1 galon
=
4,546 litra




(UK)

jednostki ciśnienia
1 mbar
=
0,75 mmHg




1 mbar  
=
0,1 kPa




1 mbar
=
0,0394 cala Hg




1 mbar
=
0,75 Torr




1 mbar
=
0,000987 atm




1 mba
=
0,0145 psi (funta na cal kwadratowy)

jednoski masy

1 funt
=
0,453 kg




1 kg
=
2,2046 funta (Lbs.)




1 uncja
=
28,35 grama




1 gram
=
0,0353 uncji (Ounces USA)

_________________________________________________________________________________________________________________

Tab. 13.21 Okres półtrwania typowych izotopów używanych w laboratorium biochemicznym

_________________________________________________________________________

radioizotop
okres półtrwania

_________________________________________________________________________________________________________________

węgiel–14
(14C)
5730 lat

jod–125
(125J)
60 dni

fosfor–32
(32P)
14,3 dnia

fosfor–33
(33P)
25 dni

siarka–35
(35S)
87,4 dnia

tryt

(3H)
2,4 lat

__________________________________________________________________________________________________________________________

Tab. 13.22 Migracja barwników markerowych w denaturującym żelu poliakryloamidowym

_________________________________________________________________________

akryloamid
błękit bromofenolowy*
ksylencyjanol FF*


[%]

_________________________________________________________________________________________________________________


  5
35
130


  6
26
106


  8
19
  76


10
12
  55


20
  8
  28

_________________________________________________________________________________________________________________

* Liczby oznaczają wielkość DNA (wyrażoną liczbą nukleotydów), który wędruje razem z barwnikiem.

Tab. 13.23 Rekomendowany zakres wielkości DNA rozdzielanego w niedenaturującym żelu poliakryloamidowym

(wg Sambrok, Fritch i Maniatis, eds., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, New York, 1989)

_________________________________________________________________________

akryloamid
zakres rozdziału
błękit bromofenolowy*
ksylencyjanol FF*


[%]
[bp]

_________________________________________________________________________________________________________________


3,5
1000–2000
100
460


5,0
80–500
  65
260


8,0
60–400
  45
160


12
40–200
  20
  70


15
25–150
  15
  60


20
6–100
  12
  45

_________________________________________________________________________________________________________________

* Liczby oznaczają wielkość DNA, który wędruje razem z barwnikiem (wyrażoną liczbą par nukleotydów – bp).

Tab. 13.24 Rekomendowane stężenia żelu agarozowego podczas rodziału linearnego DNA

_________________________________________________________________________

Agaroza


Zakres wielkości rozdzielanego DNA


[%]

_________________________________________________________________________________


0,5
1 000 – 30 000 bp


0,7
   800 – 12 000 bp


1,0
   500 – 10 000 bp


1,2
   400 –   7 000 bp


1,5
   200 –   3 000 bp


2,0
     50 –   2 000 bp

_________________________________________________________________________________

Tab. 13.25 Komórka bakteryjna Escherichia coli
_________________________________________________________________________


na 1 komórkę
na 1 litr kultury (109 komórek/ml)

_________________________________________________________________________________________________________________

DNA (genomowy)
5 fg
   5 mg

RNA całkowity
100 fg
100 mg

„mokra” waga
950 fg
950 mg

„sucha waga”
280 fg
280 mg

białko całkowite
155 fg
155 mg

objętość
1,15 (m3
  –

stężenie białka w komórce
135 mg/ml
  –

_________________________________________________________________________________________________________________

Tab. 13.26 Typy plazmidów i ich występowanie w komórce bakteryjnej

_________________________________________________________________________

typ plazmidu
liczba kopii
klasyfikacja

(razem z pochodnymi)
na 1 komórkę

__________________________________________________________________________________________________________________________

pUC
500–700
wielokopijny (high copy)

pBluescript
300–500
wielokopijny (high copy)

pGEM
300–400
wielokopijny (high copy)

pTZ
 >1000
wielokopijny (high copy)

pBR322
 15–20
niskokopijny/centromeryczny (low copy)

pQE
 ok. 30
niskokopijny/centromeryczny (low copy)

pREP4
 ok. 30
niskokopijny/centromeryczny (low copy)

pACYC
 10–12
niskokopijny/centromeryczny (low copy)

pSC101
  ok. 5
niskokopijny/centromeryczny (very low copy)

_________________________________________________________________________________________________________________

Tab. 13.27 Absorbancja kwasów nukleinowych

_____________________________________________________________

A260 = 1 (kuweta 1 cm)
stężenie w wodzie destylowanej

______________________________________________________________________________________________

dwuniciowy DNA

50 (g/ml

jednoniciowy DNA
33 (g/ml

jednoniciowy RNA
40 (g/ml

oligonukleotyd (20 nt)
20-30 (g/ml

______________________________________________________________________________________________

Tab. 13.28 Wielkości podjednostek rybosomalnych różnych organizmów

_____________________________________________________________________

rodzaj RNA
liczba nukleotydów
masa cząsteczkowa [Da]

___________________________________________________________________________________________________________

Escherichia coli

tRNA

    75

2,6104
5S RNA

  120

4,1104
16 S RNA

1541

5,2105
23S RNA

2904

9,9105
Drosophila melanogaster

18S RNA

1976

6,7105
28S RNA

3898

1,3106
mysz

18S RNA

1869

6,4105
28S RNA

4712

1,6106
człowiek

18S RNA

1868

6,4105
28S RNA

5025

1,7106
królik

18S RNA

2366

8,0105
28S RNA

6333

2,2106
___________________________________________________________________________________________________________

Tab. 13.29 Wyjściowe roztwory antybiotyków

_________________________________________________________________________________

Antybiotyk
Stężenie r-ru wyjściowego
Typowe stężenie podczas selekcji

_________________________________________________________________________________

Ampicylina
     100 mg/ml (woda)
50-100 (g/ml

Kanamycyna
       50 mg/ml (woda)
       50 (g/ml

Chloramfenikol
       34 mg/ml (etanol)
       34 (g/ml

Streptomycyna
       20 mg/ml (woda)
       25 (g/ml

Tetracyklina
       12,5 mg/ml (50% etanol)
       12,5 (g/ml

_________________________________________________________________________

Tab. 13.30 Typowa ilość poszczególnych rodzajów RNA w komórce ssaczej

_________________________________________________________________________

rodzaj RNA
zawartość w stosunku do całości RNA

_________________________________________________________________________________________________________________

rRNA (28S, 18S, 5S) (rybosomalny)

80–85%

tRNA, snRNA i inny niskocząsteczkowy RNA
15–20%

mRNA (matrycowy)
1–5%

_________________________________________________________________________________________________________________
Tab. 13.31 Kod genetyczny

	
	U
	C
	A
	G

	U


	UUU   Phe

UUC   Phe

UUA   Leu
UUG   Leu
	UCU   Ser
UCC   Ser

UCA   Ser

UCG   Ser
	UAU   Tyr

UAC   Tyr

 UAA STOP

 UAG STOP
	UGU   Cys

UGC   Cys
 UGA STOP

UGG   Trp

	C


	CUU   Leu
CUC   Leu
CUA   Leu
CUG   Leu
	CCU   Pro
CCC   Pro
CCA   Pro
CCG   Pro
	CAU   His

CAC   His

CAA   Gln
CAG   Gln
	CGU   Arg

CGC   Arg

CGA   Arg

CGG   Arg

	A


	AUU   Ile
AUC   Ile
AUA   Ile

AUG   Met
	ACU   Thr
ACC   Thr
ACA   Thr
ACG   Thr
	AAU   Asn
AAC   Asn
AAA   Lys
AAG   Lys
	AGU   Ser

AGC   Ser

AGA   Arg

AGG   Arg

	G


	GUU   Val
GUC   Val
GUA   Val
GUG   Val
	GCU   Ala
GCC   Ala
GCA   Ala
GCG   Ala
	GAU   Asp
GAC   Asp
GAA   Glu
GAG   Glu
	GGU   Gly

GGC   Gly
GGA   Gly
GGG   Gly
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lipaza tróglicerydowa, 266

lipidy, 41, 42, 250, 235–72

- detekcja

- - grup aminowych w TLC, 249

- - grup cholinowych w TLC, 249

- - nieswoista w TLC, 248

- ekstrakcja, 238, 246

- fenolowe, 238, 251

- metabolizm, 257–72

- rezorcynolowe, 251

- - detekcja, 251

lipoksygenazy, 257, 258, 264, 265

- arachidonianowa, 257

lipoproteiny, 42, 43, 170

liposomy, 235, 261, 270, 272, 297, 299, 302, 303, 304, 309

liposomy SUV, 299, 302, 303

liza komórek roślinnych, 215

lizyna, 28, 30, 49

5-LOX, 257, 259
LOX, 257

M

(2-makroglobulina, 73

maltoza, 158, 183, 186

mannoza, 46, 80, 175, 177

mapa restrykcyjna, 217

matryca, 195, 226

MDA, 261

metaloproteiny, 42

metionina, 27, 30

micele, 294, 295, 298

mioglobina, 43

miozyna, 43

MLV, 298, 307, 309

model E. Fischera, 110, 111

model Koshlanda, 111

molowy współczynnik absorpcji, ε, 30, 61, 63, 261, 263, 286

monosacharyd, 183

mRNA, 112, 198

mutarotacja, 177

MV, 315, 324, 326

N

naczynia połączone, 279

NAD, 163, 164, 169, 170, 171, 172, 173

NAD+, 163, 164, 169, 170, 171, 172, 173

NADP, 163, 164, 169, 170, 173, 310, 311

NADP+, 163, 164, 169, 170, 173, 311

(-naftol, 178, 249

NGF, 43

ninhydryna, 33, 249, 268

ninhydrynowa reakcja, 33, 34, 35, 249

NMR, 49, 51

norleucyna, 31

norwalina, 31

NPGB, 129, 131, 132, 133, 135, 136, 137

nukleaza, 207

nukleohistony, 42

nukleoprotaminy, 42

nukleoproteiny, 42

nukleotyd, 204, 207

nukleozyd, 208

O

objętość elucyjna, 60

odchylenie standardowe, 275, 276, 286

odczynnik

- Barfoeda, 184

- Benedicta, 66, 182

- Biala, 181

- Bradforda, 68, 171, 275

- dinitrosalicylowy, 160

- Dischego, 181, 201

- Dragendorffa, 249

- Fiske-Subbarowa, 252, 253

- Folina-Ciocalteu, 67

- miedziowy, 65

- Molischa, 179

- ninhydrynowy, 36, 39

- OPA, 37, 101

- orcynowy, 201

- rezorcynolowy, 191

- Seliwanowa, 180

- taninowy, 71

- żelazowy, 252

oddziaływania elektrostatyczne, 49

oddziaływania hydrofobowe, 49, 93

oddziaływania van der Waalsa, 49

odwrotna transkrypcja, 196

oksamid, 64

oksydazy, 123, 163, 167, 168, 169, 188

- oznaczanie aktywności oksydazy cytochromu c, 167

oksydoreduktazy, 43, 164, 167, 169

- dehydrogenazy, 164

- hydroksyperoksydazy, 164

- izolacja mitochondriów z wątroby kurczęcia, 165

- katalazy, 164

- koenzymy, 164

- oksygenazy, 164

- peroksydazy, 164, 188

oksygenazy, 42

oligonukleotydy, 221

oligopeptydy, 45, 46

OPA, 36, 37, 101

optyczny test Warburga, 173

orcyna, 178, 200

ornityna, 31

orozomukoid, 73, 81, 85

P

palindrom, 217

parakwat, 312, 315

PAS, 75

PBS, 253

PCR, 221, 222, 223, 225, 226, 230

PE-fluoresceina, 309

pentoza, 175, 178, 181, 189, 193, 194, 207

peptyzacja, 53

peroksydacja lipidów

- metoda jodometryczna, 262

- reakcja z kwasem tiobarbiturowym, 260

peroksydacja lipidów, 257, 258, 260, 261

pI, 24, 26, 27, 28, 29, 54, 55, 56, 71, 84, 282

pirolizyna, 28

pirymidyna, 67, 193

PITC, 51, 102

pK, 24, 26, 27, 28, 282, 289, 334

PLA2, 269, 270, 271

plazmid, 219

PMSF, 138, 139, 140

pNPP, 146, 148, 150, 154, 155, 156, 157

POD, 188

pojemność jonowymieniacza, 83

polimeraza, 195, 222, 223, 230

polipeptydy, 45

polisacharydy, 178, 189

- enzymatyczna hydroliza, 186

- kwaśna hydroliza, 186

pożywka LB, 231

pożywka SOB, 231

pożywka SOC, 232

prawo Nernsta, 37

prolina, 23, 26, 30

proteinaza V8, 51

proteinogram, 75

proteomika, 51

przeciwciała, 42, 43, 87, 314

przeciwjony, 82

przedział ufności, 277, 319, 323, 326, 327

przejście fazowe, 304, 306, 307

PS I, 312, 314, 324, 326

PS II, 310, 312, 314, 317, 319, 321, 323, 326

puryna, 67, 193, 200

Q

Q10, 17, 119, 157

R

receptor acetylocholinowy, 43

rekombinowany DNA, 231

renaturacja, 50, 202

replikacja, 196

represor operonu laktozowego, 43

restryktazy, 216, 217

rezorcyna, 178, 262, 266

Rf, 38, 78, 243

RNA, patrz kwasy nukleinowe
RNaza, 207

rodopsyna, 42, 43

równanie

- Hanesa-Woolfa, 118

- Lineweavera-Burka, 117

- Woolf-Augustinsson-Hofstee, 118

RP-HPLC, 92, 93, 95

rRNA, 112, 198

rybonukleaza trzustkowa

- ekstrakcja z trzustki, 162

- oznaczanie aktywności metodą Anfinsena, 162

- reakcja hydrolizy RNA, 160, 161

ryboza, 178, 181, 193, 200, 201

rybozymy, 109, 112

S

sacharoza, 169, 183

sączenie molekularne, 57, 58, 59

SBA, 80

SDS, 50, 69, 72, 77, 211, 298

sekwencja aminokwasowa białek, 51

selenocysteina, 28

SEM, 281

Sephacryl, 59

Sephadex, 58, 59, 60, 61, 82, 88, 272, 299, 302

Sepharose, 59, 82, 87, 88, 89, 91, 97, 170, 299, 302

serpiny, 43

seryna, 27, 30, 49, 125, 303

skleroproteiny, 42

skład aminokwasowy białek, 99

skręcalność właściwa, 177, 184

skrobia, 158

spektrofluorymetria, 285

spektroskopia, 285

stabilność liposomów, 298

stała asocjacji, Ka, 135

stała inhibitorowa (dysocjacji), KI, 134

stała katalityczna, kkat, 115

stała Michaelisa, KM, 117, 130

stała specyficzności reakcji, kkat/KM, 130

startery, 221, 225

sterydy, 250

- detekcja w TLC, 250

stopień oczyszczenia, 115

(-struktura, 48

sulfonofuksyna, 75

surowica krwi, 81

SUV, 298, 307

syntetaza glutationowa, 43

szybkość maksymalna, Vmax, 115, 117, 118, 123, 130

szybkość początkowa reakcji, v0, 114, 116, 117, 130, 132

szybkość reakcji enzymatycznej, 114, 116, 117, 118, 119, 120

T

Ta, 221

tanina chińska, 70

TBE, 206, 207, 209

TE, 215, 216

techniki biologii molekularnej, 215–34

TEMED, 72, 77

temperatura topnienia, 202

termostabilność enzymów, 120, 157

tępe końce, 208

TLC, 37, 245, 248

TLCK, 138, 139, 140

Tm, 222, 225

transferazy, 43

transferyna, 43

transformacja, 229, 232

transkrypcja, 196

Traskolan, 96

treonina, 27, 30, 49

trifosforany nukleozydów, 222

tRNA, 28, 112, 193, 198, 199

trypsyna, 43, 51, 134

- immobilizacja, 90, 91, 92

- kinetyka enzymatyczna, 130

- oznaczanie aktywności

- - wobec BapNA, 128

- - wobec kazeiny, 126, 127

- preparacja z trzustek bydlęcych, 86

trypsynogen, 86, 124

tryptofan, 26, 30, 49, 87

tylakoidy, 280

tymina, 193, 202

tyroksyna, 31

tyrozyna, 26, 30, 49

U

uracyl, 193, 202

UTP, 194

W

wagowy współczynnik absorpcji, 62

walina, 26, 30

walinomycyna, 23, 312

wektor plazmidowy

- pBluescript, 230

- pBR, 228, 229

- pCR4-TOPO, 226, 230

WGA, 80, 82

wiązania disiarczkowe, 47

wiązania wodorowe, 48, 49, 70

wiązanie (-1,4-glikozydowe, 158, 184

wiązanie (-1,6-glikozydowe, 158, 184

wiązanie eupeptydowe, 44

wiązanie glikozydowe, 184

wiązanie izopeptydowe, 44

wiązanie peptydowe, 44, 52

- hydroliza, 99

wiązanie półacetalowe, 175

widmo absorpcyjne białka w UV, 52

właściwości redukujące cukrów, 158, 181, 183, 184

właściwy współczynnik absorpcji, a, 58, 63, 68, 98, 170

wsalanie, 54

współczynnik absorpcji

- molowy, 61

- wagowy, 62

- właściwy, 61

współczynnik korelacji, 275, 276

współczynnik podziału, 37, 60

współczynnik Rf, 38

współczynnik temperaturowy, Q10, 119, 157

wymieniacz jonowy (jonit), 82

wysalanie, 55

wytrącanie białek, 54, 142

Y

YADH, 170

Z

zasady azotowe, 193, 194, 196, 198, 201

zol, 53

związek amfifilowy, 294

zwitterion (jon obojnaczy), 24

zymogram, 76

Ż

żel, 53

- agarozowy, 72

- krzemionkowy, 37, 240

- poliakryloamidowy, 72

- skrobiowy, 72
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odległość środka plamy badanej substancji od miejsca startu


odległość czoła fazy ruchomej od miejsca startu





Gęstość sacharozy:


w temperaturze 4ºC:


10% (w/w) = 1,0407 g/cm3


60% (w/w) = 1,2941 g/cm3








a





� EMBED Equation.3  ���





RYBONUKLEAZA
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2











* W tym podręczniku stosujemy powszechnie przyjęty w literaturze biochemicznej skrót „M”, wyrażający stężenie molowe substancji w litrze roztworu. Należy pamiętać jednak, że zgodnie z układem SI stężenia roztworów powinno podawać się w „mol/dm3”.
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