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Zadanie 1

METODY WYODREBNIANIA I OZNACZANIA BIALEK Z
MATERIALU ROSLINNEGO

Materiat ros§linny jest mieszaning zwiazkoéw chemicznych o réznej budowie, a zatem i
o roznych wtasciwosciach fizycznych. Wykorzystujac te réznice mozna te mieszaning
zwiazkow rozdzieli¢ na okreslone frakcje. Frakcjonowanie materiatu biologicznego jest
niezbedna czynno$cia wstgpna w preparatyce sktadnikow, moze tez poprzedza¢ czynnosci
analityczne, majace na celu wykrycie lub iloSciowe oznaczenie poszczegdlnych
zwiazkow. W wigkszosci metod frakcjonowania materialu biologicznego wykorzystuje si¢
roznice w rozpuszczalnosci rozdzielanych skladnikéw w odpowiednio dobranym
rozpuszczalniku. Wyrdznia si¢ dwa typy metod: 1) ekstrakcje 1 2) frakcjonowane
wytracanie z roztworu. Metody ekstrakcyjne polegaja na potraktowaniu badanej préby
odpowiednim rozpuszczalnikiem w celu przeprowadzenia badanego zwiazku do roztworu.
Wytracenie badanej substancji z roztworu polega na zmniejszeniu jej rozpuszczalno$ci w tym
roztworze, co mozna uzyskac¢ poprzez:
1) zmiang sktadu rozpuszczalnika (wytracanie za pomoca rozpuszczalnika lub wysalania)
2) zmiang wlasciwosci badanego rozpuszczonego sktadnika
3) zmiang temperatury roztworu (krystalizacja)

Biatka to iloSciowo znaczaca grupa zwiazkow w materiale roslinnym, peiniaca
roznorodne funkcje w zywych organizmach, od zapasowych poprzez strukturalne do
regulacyjnych. Wyodrgbnienie z tkanek ro$lin bialek, szczegodlnie petniacych funkcje
enzymatyczne, w niezmienionej postaci, umozliwia dalsze ich badanie.

Jedna z wielu szeroko stosowanych metod wydzielania biatek z roztworu wodnego jest ich
wytracanie alkoholem lub acetonem. Poniewaz jednak te rozpuszczalniki organiczne moga
powodowa¢ denaturacje niektorych bialek, niezbgdne jest S$ciste przestrzeganie
odpowiedniej temperatury i wiasciwych stosunkéw objetosciowych. Wytracanie biatka z
roztworu wodnego czg¢sto prowadzi si¢ tez za pomoca soli nieorganicznych. Obecno$¢
elektrolitu w roztworze zmienia warunki hydratacji czasteczek biatka - zmniejsza sig
powinowactwo wody do tej czasteczki i obniza si¢ rozpuszczalno$¢ biatka. Poszczegolne
biatka r6znia si¢ miedzy soba warto$ciami tzw. statej wysalania, co umozliwia frakcjonowane

wytracanie bialek poprzez stopniowe zwigkszanie ste¢zenia soli.



Stezenie soli potrzebne do wytracenia danego bialka z roztworu wodnego wyraza sig¢ w %
calkowitego nasycenia roztworu sola. Wysalanie polega na powolnym dodawaniu porcjami
odwazonej soli do roztworu bialtka, przy roéwnoczesnym i ciaglym mieszaniu. Przy
frakcjonowanym wysalaniu mieszaniny biatek, po kazdorazowym doprowadzeniu stgzenia
soli do zadanego nasycenia oddziela si¢ wytracony osad biatka, a do supernatantu dodaje
nastgpna porcje soli do osiagnigcia wyzszego stopnia nasycenia i wytracenia nastgpnej frakcji
biatka. Osad wysolonego biatka zawiera zawsze pewna ilos¢ uzytej soli, co moze powodowac
btedy np. w oznaczaniu zawartosci biatka. Usunigcie soli mozliwe jest poprzez dialize¢ lub
odsalanie na kolumnie.

Metody oznaczania biatek oparte sa na nastgpujacych cechach budowy i
wlasciwosciach tych zwiazkow:

1. obecnosci w aminokwasach, wchodzacych w skfad biatek, grup funkcyjnych
(karboksylowej i aminowej), dajacych charakterystyczne reakcje.

2. obecno$ci w niektorych aminokwasach grup: tiolowej, fenolowej, indoilowej
-umozliwiajacych charakterystyczne reakcje, pozwalajace na wykrycie tych
aminokwasow w bialkach.

3. wiazania peptydowe w czasteczce bialka maja zdolno§¢ do tworzenia barwnych
kompleksow z jonami miedzi.

Najpowszechniej stosowanym sposobem wyrazania aktywno$ci metabolicznych jest
ich przeliczenia na ilo$¢ biatka. Skuteczne i1 doktadne oznaczenie zawartosci biatka
pozwala zatem na precyzyjna ocen¢ badanych aktywno$ci. Znanych jest wiele metod
umozliwiajacych okreslenie zawarto$ci bialka w materiale biologicznym, ale wigkszo$¢ z
nich nie jest zbyt pewna i doktadna bowiem w wielu metodach, zwiazki niebiatkowe lub
odczyn pH, moga w znacznej mierze wptywacé na oznaczang rzeczywista zawarto$¢ biatka.
Stad niezwykle wazny jest dobor wlasciwej metody.

Metody oznaczania bialka mozna podzieli¢ na bezwspoiczynnikowe i
wspolczynnikowe. Do bezwspodlczynnikowych naleza metody wagowe oraz czgSciowo
kolorymetryczne, wykorzystujace odczyn barwny wiazania peptydowego. Duza grupe
stanowia metody wspotczynnikowe polegajace na oznaczaniu jednego ze sktadnikéw biatka i
obliczaniu zawarto$ci biatka przez mnozenie uzyskanego wyniku przez wspdlczynnik
okreslajacy procentowy udziat tego sktadnika w badanym bialku. Poszczegélne biatka
roznia si¢ pomigdzy soba zawarto$cia azotu lub poszczegolnych aminokwasow.
Stosowane metody polegaja zatem na oznaczaniu zawarto$ci azotu bialkowego lub
zawarto$ci aminokwasow (w oparciu o charakterystyczna reakcje).

Obecnie w preparatyce biologicznej najpowszechniej stosowanymi metodami sa:



a) metoda Lowry'ego z odczynnikiem fenolowym Folina 1 Ciocalteu.
Zasada metody:

Jest to metoda kolorymetryczna, w ktorej koncowa barwa jest wynikiem: 1) reakcji
biuretowej biatka z jonami miedzi w Srodowisku zasadowym oraz 2) redukcji odczynnika
fosfomolibdeno-fosfowolframowego (Folina i Ciocalteu) przez tryptofan i tyrozyng, obecne
w biatku. Pierwszy etap polega na przylaczeniu jonéw miedzi do wiazan peptydowych,
drugi na redukcji odczynnika Folina do bigkitu fosfomolibdenowego nie tylko przez oba
aminokwasy, ale i przez miedZz zwiazana z biatkiem. Szereg substancji obecnych w
srodowisku reakcji moze wplywaé na intensywno$¢ barwy blgkitu fosfomolibdenowego,
albowiem odczynnik Folina-Ciocalteu ulega redukcji réwniez w obecnosci pochodnych
fenoli (z wyjatkiem nitrofenoli), a takze pochodnych zasad purynowych i pirymidynowych
czy kwasu moczowego. Metoda Lowry'ego mozna skutecznie oznacza¢ biatko w zakresie
od 10 do 200 ug w probie.

b) metoda wg Bradford:
Zasada metody:

Jest to szybka i1 czula metoda kolorymetryczna, ktorej koncowa barwa jest wynikiem
selektywnej adsorpcji barwnika Coomassie Brillant Blue (CBB) G-250 (C47H4sNsO14S4Na) -
zawartego w odczynniku Bradford - na czasteczce bialka. Metoda Melanii M. Bradford
wykorzystuje fakt przesuni¢cia maksimum absorpcji roztworu barwnika CBB z 465 nm do
595 nm po zwiazaniu z bialkiem. Czasteczka barwnika CBB oddzialuje poprzez grupy
SO;~ z dodatnio natadowanymi resztami aminokwasowymi. Z barwnikiem reaguja gtownie
reszty argininy, w mniejszym stopniu reszty histydyny, lizyny, tyrozyny, tryptofanu i
fenyloalaniny. Bilekit brylantowy Coomassie G-250 w $rodowisku kwasnym ma brunatne
zabarwienie, ktore po reakcji z bialkiem zmienia si¢ na biegkitne. Natezenie barwy jest
proporcjonalne do zawarto$ci biatka w roztworze. Mozna przy jej pomocy oznaczaé biatka
w szerokim zakresie stgzen od 2.5 pg o 200 pg w probie. Barwa rozwija si¢ w petni po 5

min od dodania bialka, szczegdlnie przy jego wysokiej zawarto$ci w probie.

Celem ¢wiczenia jest:

a) zapoznanie si¢ z dwoma metodami izolacji biatek z materiatu roslinnego: ekstrakcja
biatek rozpuszczalnych oraz metoda frakcjonowanego wysalania biatka z materiatu
roslinnego przy uzyciu siarczanu amonu

b) poznanie i opanowanie prawidlowego dobierania metod oznaczania catkowitej zawartosci

biatka w materiale roslinnym



Wykonanie éwiczenia

A. OZNACZANIE ZAWARTOSCI BIALKA

I. Oznaczanie zawartosci bialka metoda Lowry'ego:

Do 0.1 ml roztworu (standard biatka lub ekstrakt enzymatyczny) doda¢ 1 ml odczynnika
miedziowego. Proby dobrze wymiesza¢ i po 10 min. doda¢ 0.1 ml 0.1 M odczynnika Folina-
Ciocalteu. Po dodaniu odczynnika préby jak najszybciej intensywnie wymieszaé. Po 20 min.
zmierzy¢ absorbancj¢ na spektrofotometrze przy dlugosci fali A = 750 nm wobec proby $lepej
odczynnikowej (nie zawierajacej biatka). Wykonaé krzywa wzorcowa zawierajaca od 20 do
200 pg biatka w probie. Odczynnik miedziowy:

(A) - 2% bezwodny weglan sodu (Na2COs) w 0.1 M NaOH.

(B) - 0.5% uwodniony siarczan miedzi (CuSOs x 5 H20) w 1% roztworze cytrynianu
sodowego.

Do oznaczen (tuz przed uzyciem) zmiesza¢ 50 ml odczynnika A z 1 ml odczynnika B.

II. Oznaczanie bialka metoda z odczynnikiem Bradford

Do 20 pl roztworu (standard biatka lub ekstrakt enzymatyczny) doda¢ 1 ml odczynnika
Bradford, dobrze wymiesza¢ i po ok. 2 min. mierzy¢ absorbancj¢ na spektrofotometrze przy
dhugosci fali A = 595 nm, wobec §lepej proby odczynnikowej (nie zawierajacej biatka).

Wykona¢ krzywa wzorcowa w zakresie od 5 do 100 pg biatka w probie.

B. WYODREBNIANIE BIALEK Z MATERIALU ROSLINNEGO
FRAKCJONOWANE WYSALANIE B-GLUKOZYDAZY SIARCZANEM AMONU

Aktywno$¢ B-glukozydazy oznaczyé w proszkach acetonowych uzyskanych z nasion:

jabtoni 1 migdata.

I. Przygotowanie proszku acetonowego z nasion.

2 gramowe porcje nasion homogenizowac¢ (3 x po ok. 30 sek.) w 50 ml ozigbionego do
temperatury -20°C acetonu. Po uzyskaniu jednolitego homogenatu przesaczy¢ go na lejku
Biichnera przy uzyciu pompy prézniowej. Znajdujacy si¢ na lejku osad przeptuka¢ kilkoma
objetosciami zimnego acetonu. Osad dobrze wysuszy¢ (ok. 20 min.), rozdrobni¢ topatka

laboratoryjna 1 uzywac do dalszych oznaczen.



I1. Ekstrakcja B-glukozydazy z proszku acetonowego

Uzyskany proszek acetonowy zwazy¢ a nastgpnie umiesci¢ w zlewce na 100 ml, zala¢ 20 ml
0.1 M buforu fosforanowego pH 7.0 i ekstrahowaé¢ w tazni lodowej, na mieszadle
magnetycznym przez ok. 15 min. Uzyskany ekstrakt rozla¢ do probdéwek wirowkowych i
odwirowa¢ przy 15 000 x g w temp. ok. 4° C, przez 15 min. Po zakonczonym wirowaniu
supernatant przesaczy¢ przez bibulowy saczek karbowany. Pobra¢ 500 pl ekstraktu i
pozostawi¢ w probowce, przechowywanej w lodowce (frakcja 0).
Reszte przesaczu wykorzysta¢ do wysalania biatka. Zmierzy¢ objetos¢ poczatkowa przesaczu
1 wysala¢ biatko siarczanem amonu do osiagnigcia 30% nasycenia.
Sporzadzenie nasyconego roztworu siarczanu amonu:
53.3x V /100 x (S,-S;)

1-(0,3xS,)

g:

53,3 — wspotczynnik podajacy g siarczanu amonu w 100 ml nasyconego roztworu; V —
objetos¢ poczatkowa; S; nasycenie poczatkowe w utamkach dziesi¢tnych; S, — nasycenie
pozadane w utamkach dziesigtnych; 0,3 — wspotczynnik dla korekcji objetosci roztworu

koncowego

Roztwor odwirowaé przy 15 000 x g przez 15 min. Osad zawiesi¢ w 2 ml buforu
fosforanowego, pH 7.5 (frakcja 1). Supernatant zla¢ do cylindra i zmierzy¢ objetosc. W
analogiczny sposob wysoli¢ pozostaly supernatant do osiagnigcia 70% nasycenia siarczanu
amonu (frakcja 2).

Uzyskane roztwory frakcja 1 oraz 2 nanie$¢ na kolumn¢ EconoPack przeznaczona do
odsalania, wczesniej przeplukana buforem fosforanowym pH 7.5; pozwoli¢ aby
naniesiony na kolumne roztwor wsiaknal w ztoze, nast¢pnie nanies¢ na kolumneg 4 ml
buforu, wyciekajacy eluat zebra¢ do proboéwki. We wszystkich zebranych frakcjach 0,1,2

oznaczy¢ aktywnos¢ B-glukozydazy oraz zawarto$¢ biatka.

II1. Oznaczanie aktywnosci B-glukozydazy

Do oznaczen aktywnoS$ci enzymatycznej zastosowaé jeden z wymienionych substratow w
stezeniu 1 mg/ml w 100 mM buforze fosforanowym o pH 7.5:

- B-D-glukopiranozyd p-nitrofenolu

- a-D-galaktopiranozyd p-nitrofenolu

- B-D-ksylopiranozyd p-nitrofenolu
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Do 400 pl ekstraktu enzymatycznego (otrzymanego w pkt. II) doda¢ 100 pl roztworu
odpowiedniego substratu. Réwnolegle wykonaé¢ probg kontrolna, w ktérej zamiast substratu
znajduje si¢ 100 pl buforu fosforanowego. Proby inkubowa¢ w termostacie w temp. 37° C
przez 30 min. (wykona¢ po 2 powtdrzenia chemiczne). Po uptywie czasu inkubacji do kazde;j
probowki doda¢ 500 pl 5% roztworu weglanu sodu, konczac tym samym reakcjg
enzymatyczng. Rownolegle wykonaé tzw. $lepe proby enzymatyczne, w ktorych reakcja
zostanie zatrzymana w czasie ,,0” przez dodanie weglanu sodu. Absorbancj¢ barwnego
produktu reakcji zmierzy¢ na spektrofotometrze przy dhugosci fali A = 420 nm 1 od
uzyskanego odczytu odja¢ wartos¢ absorbancji tzw. §lepej proby enzymatycznej, w ktorej
reakcja zostata przerwana natychmiast po dodaniu substratu.

Aktywno$¢ B-glukozydazy wyrazi¢ w jednostkach absorbancji/mg biatka/min
Poréwnaé¢ uzyskane wyniki, wyciagna¢ wnioski dotyczace zastosowania réznych
metod ekstrakcji biatek w preparatyce enzymatycznej oraz przydatnos$ci metod

Lowry'ego 1 Bradford w oznaczaniu biatka w materiale ro$linnym.
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Zadanie 2

OZNACZANIE ZMIAN EKSPRESJI GENU TECHNIKA qRT-PCR

Metoda PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) umozliwia powielanie fragmentow
DNA przy zastosowaniu enzymu — polimerazy oraz specyficznych starterow ograniczajacych
wybrany odcinek tego kwasu nukleinowego. Jednoniciowe mRNA nie moze by¢
wykorzystane jako matryca przez polimerazeg, konieczne jest zatem zsyntetyzowanie najpierw
drugiej, komplementarnej nici (¢cDNA) przez inny enzym- odwrotna transkryptazg (ang.
reverse transcriptase, RT). Pierwotnie, w metodzie RT-PCR (kombinacji reakcji
przeprowadzanej przez odwrotna transkryptaze i cyklicznych reakcji przeprowadzanych przez
polimerazg) poziom mRNA w prébkach oznaczano poprzez pordwnanie ilosci koncowego
produktu po jego rozdziale w zelu agarozowym (tzw. polilosciowy RT-PCR). Obecnie,
poziom transkryptu oznacza si¢ glownie zmodyfikowana metoda PCR, zwang ilosciowym
PCR (ang. quantitative real time PCR, qRT-PCR). Prosta, ale bardzo skuteczna modyfikacja
pierwotnej metody opiera si¢ na wykorzystaniu specjalnych barwnikow interkalujacych
miedzy dwuniciowa DNA. Barwniki te (np. SYBR Green) wbudowane w struktury
dwuniciowe, po wzbudzeniu, emituja $wiatlo o charakterystycznej dtugosci fali. Umozliwia to
sledzenie syntezy produktu w czasie rzeczywistym, poniewaz mierzona warto$¢ fluorescencji
jest wprost proporcjonalna do ilo$ci powstatego w danym cyklu produktu. We wczesnej fazie
reakcji qRT-PCR synteza produktu podczas kolejnych cykli zachodzi prostoliniowo i jest
proporcjonalna do log wyjsciowego stgzenia matrycy. Technika qRT-PCR jest bardzo
powszechnie stosowana, poniewaz jest bardzo czuta i dokladna a jednoczes$nie latwa w
wykonaniu. Jednak efektywne wykorzystanie tej metody wymaga poznania zasad:
projektowania starterow uzywanych w metodzie qRT-PCR, doboru odpowiedniego
srodowiska reakcji (dobranie optymalnych temperatur poszczegoédlnych etapow, stezen
starterOw oraz jondw Mg itd.), uwierzytelniania wynikow (sprawdzenie homogenno$ci
otrzymywanego produktu) oraz metod analizy otrzymanych wynikow (wartos¢ Efficiency, Ct
itd.).
Celem ¢wiczenia jest izolacja RNA z tkanek roslinnych oraz oznaczenie technika qRT-PCR
poziomu wybranych transkryptéw. Jako materiat wykorzystamy liscie roslin hodowanych w

warunkach optymalnych oraz poddanych stresowi abiotycznemu.
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I. IZOLACJA RNA

Do izolacji calkowitego RNA wykorzystamy specjalny zestaw odczynnikéw i
kolumienek dostgpny komercyjnie (Qiagen). Najwazniejszym etapem przy izolowaniu dobre;j
jakosci RNA jest praca sterylna (RNA jest bardzo szybko degradowane przez RNAzy),
dlatego rekawiczki i1 fartuchy sa obowiazkowe!

Do otrzymanych probowek zawierajacych po 100 mg zamrozonych tkanek li$ci nalezy
odpipetowac 350ul buforu lizujacego RA1 i 3,5ul B-merkaptoetanolu oraz wlozyé po dwie
metalowe kulki. Probéwki wytrzasa¢ 3 min. w homogenizatorze, nastgpnie wyja¢ metalowe
kulki i1 nanie$¢ homogenat pipeta na fioletowa kolumng umieszczona w nowej probowce i
wirowa¢ 1 min. przy 11.000g. Filtrat przenies¢ do nowych probowek i doda¢ 350 pl 70%
etanolu a nastgpnie dobrze wytrzasa¢ przez 1-2 min. Lizat nanie$¢ na niebieska kolumng
umieszczona w probowce 1 wirowa¢ 30 sek. przy 11.000g. Kolumng umiesci¢ w nowej
proboéwce i nanie$§¢ bufor odsalajacy MDB i wirowa¢ 1 min. przy 11.000g. Na sucha
membrang w kolumnie nanie$¢ 95 pl roztworu DNAzy i inkubowa¢ 15 min. w temperaturze
pokojowej. Aby dezaktywowaé¢ DNAz¢ nanie$¢ na kolumng 200 pl buforu RA2 oraz wirowaé
30 sek. przy 11.000 g. Kolumng umiesci¢ w nowej probowce 1 doda¢ 600 ul buforu RA3 oraz
wirowa¢ 30 sek. przy 8.000g. Ponownie umiesci¢ kolumng w nowej probdéwce 1 przemy¢
drugi raz 250 pl buforu RA3 oraz wirowa¢ 2 min. przy 11.000g. Elucje czystego RNA
przeprowadzi¢ sterylna woda, przemywajac kolumng 40 pl wody i wirujac 1 min. przy
11.000g.

II. OCENA JAKOSCIOWA I ILOSCIOWA RNA

Przed wykorzystaniem uzyskanego RNA w reakcji odwrotnej transkrypcji niezbedne
jest oznaczenie stgzenia RNA oraz sprawdzenie jakosci RNA.
a) Jako$¢ RNA sprawdzamy po rozdziale probek w Zelu agarozowym.

Rozdziat elektroforetyczny: Na 1,8% zel agarozowy w umieszczony buforze TBE
(44,5 mM Tris; 44,5 mM kwas borowy; 0,5 mM EDTA) z dodanym 0,01% barwnikiem
GelRed nalezy nanie$¢ po 5 pl prob RNA zmieszanych z 1 pl buforu obciazajacego (40%
sacharoza; 0,1% bitekit bromofenolowy w 0,5 x TBE). Do jednaj ze studzienek nalezy nanies¢
marker wielko$ci. Elektroforezg prowadzi¢ przy napigciu statym 72V (czas wg wskazan
prowadzacego). Nastgpnie wyja¢ zel z urzadzenia, obejrze¢ na transiluminatorze pod UV i
oceni¢ jakos¢ wyizolowanego RNA.
b) Stezenie RNA w probie oznaczmy spektrofotometrycznie

Pomiaru absorbancji rozcienczonych odpowiednio probek RNA dokonujemy przy

dhugosci fali A=260 nm. Dla jednoniciowego RNA absorbancja wynosi 1 dla roztworu tego
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kwasu nukleinowego o st¢zeniu 40 pg/ml. Jednoczes$nie poprzez dodatkowy pomiar przy
dhugosci fali A=260 nm mozemy okresli¢ zanieczyszczenie naszej probki RNA biatkami. Dla

RNA dobrej jakosci wartos¢ A260/A280 powinna oscylowac¢ w granicach 1,8 —2,1.

III. REAKCJA ODWROTNEJ TRANSKRYPCJI
Do wyznaczenia poziomu transkryptu niezb¢dnym krokiem jest przepisanie mRNA na

cDNA. Ten etap eksperymentu zostaje wykonany przez prowadzacego przed zaj¢ciami.

IV. TECHNIKA qRT-PCR

Otrzymane proby 10x rozcienczonego cDNA stanowia matrycg¢ do reakcji PCR dla
wszystkich badanych genow. Nalezy przygotowaé oddzielna mieszaning reakcyjna dla
kazdego z genow, tak, aby wystarczyto na trzykrotne powtorzenie chemiczne. Do sterylnego
eppendorfa odpipetowaé na kazda reakcje: 4pul 40x rozcienczone cDNA; 5,6l wody; po 0,2ul
obu starterow; 10ul bufor IQ (Bufor 1Q zawiera jony MgCl,, mieszaning nukleotydow dNTP,
barwnik SYBR Green oraz polimeraze¢ GoTaq). Dodatkowo niezbedne jest sprawdzenie
ekspresji co najmniej jednego genu referencyjnego, ktérego poziom powinien by¢ zawsze
staty. Po wymieszaniu prob nanies¢ po 20ul do studzienek na plytce i szczelnie zaklei¢. Tak
przygotowana ptytka jest gotowa do pomiaru fluorescencji w termocyklerze.
Po zakonczeniu reakcji wyliczy¢ poziom mRNA z uzyskanych wartosci Ct (ang. cycle
treshold) oraz podanej przez prowadzacego wartosci £ (ang. efficiency) dla par starterow ze

wZzZoru:

( E oen b a danV) ACt gen badany (kontrola - préba

AACt =

(E gen referen ch ny) ACt gen referencyjny (kontrola - proba)
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Zadanie 3

SACZENIE MOLEKULARNE NA ZELACH TYPU SEPHADEX
CHROMATOGRAFIA JONOWYMIENNA

Do rozdzielania sktadnikow mieszanin o réznych wielkosciach czasteczek stosowac
mozna struktury porowate (zele), z reguly uformowane w kolumny. Na objgtos¢ catkowita (V)
kolumny sktadaja sig: tzw. objetos¢ pusta (Vy), czyli objetosé rozpuszczalnika wypetniajacego
przestrzenie nie zajete przez ziarna zelu (faza ruchoma) oraz objeto$¢ rozpuszczalnika
zwiazanego z zelem (V, faza stacjonarna).

Jony 1 substancje drobnoczasteczkowe dyfunduja tatwo w glab ziaren Zelu, natomiast
wielkie czasteczki nie wchodza do wnetrza ziaren. Zdolno$¢ rozdzielania przez ziarna zelu
czasteczek o réznych rozmiarach jest podstawa techniki zwanej filtracja Zzelowa (saczenie
molekularne, chromatografia na sitach molekularnych). Podstawowym no$nikiem jest
Sephadex, chemicznie zmodyfikowany dekstran. Pod wptywem epichlorohydryny liniowe
czasteczki dekstranu ulegaja polaczeniu. Liczba poprzecznych mostkéw pomigdzy tancuchami
(zalezna od warunkow reakcji) wyznacza rozmiary "oczek" sieci. Dostepne sa zele o roznych
rozmiarach ,,oczek" sieci, od ktorych zalezy zakres frakcjonowaniu poszczegdlnych zwiazkoéw,
rézne moga by¢ tez rozmiary ziaren. Dobor odpowiedniego typu zelu zalezy od rodzaju i
wielkosci rozdzielanych substancji Wazne jest réwniez dostosowanie wielkosci kolumny i
szybkosci przeptywu fazy rozpuszczalnika.

Chromatografia jonowymienna polega na wymianie wszystkich zdolnych do wymiany jonow
(dodatnich Iub ujemnych) jonitu na inne jony o tym samym tadunku zawarte w roztworze. Ze wzgledu
na natur¢ chemiczna mozna wyrézni¢ jonity nieorganiczne i organiczne. Do polsyntetycznych jonitow
organicznych  mozna  zaliczy¢ przede wszystkim pochodne celulozy: CM-celuloza
(karboksymetyloceluloza), DEAE-celuloza (dwuetyloaminoetyloceluloza). Do rozdzialu mieszaniny
biatek stosuje si¢ najczesciej DEAE-celulozg (biatka obojetne 1 kwasowe) oraz CM-celulozg (biatka

zasadowe).

Celem ¢wiczenia jest praktyczne zapoznanie si¢ z podstawowymi rodzajami zastosowan

sit molekularnych typu Sephadex oraz wymieniaczy jonowych w badaniach o charakterze

biochemicznym.
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I. UKLADANIE KOLUMNY Z ZELU SEPHADEX G-100

W peni napgczniaty w buforze octanowym Sephadex G-100 (3 doby w temp. pokojowej
lub 5 godz. w temp. 100°C) wla¢ do firmowej kolumny przy zamknigtym kranie dolnym.
Nadmiar buforu spuszczamy dolnym kranem. Przy dolewaniu kolejnych porcji zelu mieszamy
jego powierzchni¢ bagietka tak, aby nie doprowadzi¢ do tworzenia si¢ warstw zelu w
kolumnie. Kolumn¢ wypetni¢ do wysokos$ci kilku cm ponizej goérnej krawedzi, unikajac
tworzenia si¢ pecherzy powietrza. Dopetni¢ buforem. Tak przygotowana kolumng przeptukac
100 ml buforu. Po ustabilizowaniu si¢ wysokosci warstwy zelu w kolumnie, zmierzy¢ linijka
jej wysokos$¢ tak, aby znajac $rednicg kolumny, mozna bylo obliczy¢ objetos¢ ztoza zelu.
Na tak przygotowana kolumng nanie$¢ ok. 1 ml mieszaniny wzorcowych zwiazkéw o znanych

masach czasteczkowych.

II. ROZWIJANIE KOLUMNY

Kolumng rozwijamy buforem octanowym 0.05M, pH 4.5 zawierajacym 0.5 M NaCl,
zbierajac eluat za pomoca kolektora frakcji. Nalezy tak dobra¢ czas przesuwu kolektora, aby
objgtos¢ zbieranych frakcji wynosita okolo 3 ml. Rozwijanie kolumny przy pomocy
automatycznego kolektora prowadzimy przez kilkanascie godzin. Po zakonczeniu rozwijania
kolumny, wyznaczamy potozenie maksimum st¢zenia wzorcowych zwiazkéw. W tym celu
mierzymy zmiany warto$ci absorbancji na spektrofotometrze przy 280 nm dla kolejnych
frakcji.

Wykre§lamy profil elucyjny kolumny odkladajac na osi odcigtych objgtos¢ wycieku
(sumujac objetosci poszczegdlnych frakcji) a na osi rzednych - wartos¢ ekstynkcji. Objetosci
odpowiadajace maksimum stgzenia danych wzorcow nosza nazwg objgtosci elucyjnych - V.,
przy czym obje¢tos¢ elucyjna Dextranu Blue 2000 jest rowna tzw. objetosci swobodnej kolumny
- V,, to znaczy takiej, w ktorej wychodza zwiazki wielkoczasteczkowe niepenetrujace w ogole
ziaren Sephadexu.

Dla poszczegolnych wzorcow wyznaczamy wspotczynnik podziatu pomigdzy faza ciekta a

faza zelowa:

V. - objetos¢ elucyjna danego zwiazku
V), — objetos¢ swobodna kolumny
V.- catkowita objetos¢ ztoza zelu w kolumnie
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W celu przygotowania krzywej wzorcowej do wyznaczania mas czasteczkowych nalezy
odtozy¢ na skali logarytmicznej (0§ odcigtych) masy czasteczkowe stosowanych wzorcéw a na
osi rzednych wyliczone dla nich wspotczynniki K,,. Otrzymujemy krzywa wskazujaca na
liniowa zalezno$¢ wspotczynnika K,, od logarytmu masy czasteczkowej. Taka krzywa

mozemy wykorzysta¢ do wyznaczania masy czasteczkowej innych zwiazkow.

II1. UKEADANIE KOLUMNY Z DEAE-CELULOZY

Do duzej zlewki wsypa¢ 8 g DEAE-celulozy, zala¢ 300 ml wody destylowanej 1
powoli wymieszaé. Pozostawi¢ na 20 min, do spgcznienia. Zdekantowac¢ ptyn znad osadu,
celulozeg zala¢ 300 ml 0.5 M HCI, pozostawi¢ na 20 min, od czasu do czasu mieszajac.
Powtorzy¢ procedurg, zalewajac celulozg 300 ml 0.5 M NaOH. DEAE-celulozg zawiesi¢ w
0.05 M buforze Tris-HCI pH 7.2, zawierajacym 20 mM NaCl i1 utozy¢ kolumne (patrz: pkt. I),
przeplukujac ja dwukrotna objgtoscia buforu. Na tak przygotowana kolumng naniesé
mieszaning biatek o znanym punkcie izoelektrycznym. Kolumng rozwija¢ porcjami 0.05 M
buforu Tris-HCI (o objgtosci rownej objetosci kolumny) o wzrastajacym stezeniu NaCl

(schemat 1), zbierajac eluat za pomoca kolektora frakcji.

Schemat 1:
0.05 M bufor Tris-HCI pH 7.2, zawierajacy NaCl o st¢zeniu:
20 mM; 50 mM; 100 mM; 150 mM; 200 mM;250 mM; 300 mM;

Nalezy tak dobra¢ czas przesuwu kolektora, aby objgtos¢ zbieranych frakcji wynosita okoto
3 ml. Po zakonczeniu rozwijania kolumny zmierzy¢ dla kolejnych frakcji zmiany wartosci

absorbancji przy 280 nm.

LITERATURA:

1. Klyszejko - Stefanowicz L. (red)- Cwiczenia z biochemii., PWN, Warszawa, 2004.
2. Brzeski W., Kaniuga Z.- Praktikum z biochemii., PWRiL, Warszawa, 1972

3. Gel filtration - theory and practice., Pharmacia LKB Biotechnology.
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Zadanie 4

SELEKTYWNE OZNACZANIE METABOLITOW
METODAMI ENZYMATYCZNYMI

Badania regulacji metabolizmu wymagaja cz¢sto zastosowania precyzyjnych technik
selektywnego oznaczania poziomu metabolitéw. Metabolity te wystgpuja niekiedy w
bardzo niskich stezeniach (p- lub nmolarnych), moga si¢ rézni¢ miedzy soba tylko
podstawnikiem. Oznaczenie ich tradycyjnymi metodami chemicznymi wymagatoby
oczyszczenia 1 zatgzania ekstraktow, co wiaze si¢ z koniecznoscia przerobu duzych ilosci
materiatu roslinnego 1 ze znacznymi niedokladnosciami uzyskiwanych wynikow. Przy
pomocy reakcji enzymatycznej z uzyciem enzymu specyficznego dla danego metabolitu
mozna okresli¢ jego stezenie oznaczajac w prosty sposob (zwykle spektrofotometrycznie)
powstajacy produkt reakcji. Oznaczenie produktu reakcji moze by¢ sprzegnigte z
nastepna reakcja enzymatyczna (lub reakcjami enzymatycznymi) i1 konczyé sig
spektrofotometrycznym oznaczeniem np. NAD lub NADH (oznaczenie fruktozo-6-
fosforanu, fruktozo-2,6-bisfosforanu i pirofosforanu). W takim przypadku niezbgdne jest
wykonanie dwoch krzywych wzorcowych, jednej, gdy do mieszaniny reakcyjnej dodaje sig
znane ilosci oznaczanego metabolitu, 1 drugiej, gdy do ekstraktu wolnego od metabolitu (po
zakonczeniu reakcji enzymatycznej) dodaje si¢ znane ilo$ci metabolitu; jest to tzw.
wewngtrzna krzywa wzorcowa uwzgledniajaca wptyw substancji zawartych w ekstrakcie
mogacych wplywaé na oznaczenie. Nalezy rowniez oznaczy¢ wydajnos$¢ ekstrakcji dodajac
do homogenatu znana ilo$§¢ metabolitu.

Enzymatyczne oznaczenie poziomu metabolitu w tkance moze by¢ réwniez
sprzgzone z reakcja chemiczng np. utlenieniem dianizydyny przez H,O, katalizowanym przez
peroksydazg. Przykladem, zastosowania enzymow do oznaczen stgzenia metabolitu moze
by¢ oznaczenie poziomu glukozy. Metody chemiczne Stosowane do oznaczenia glukozy sa
mato specyficzne i nie odznaczaja si¢ duza czutoscia. Podstawa tych oznaczen jest zwykle
redukcja jonéw metalu, cigzkiego lub znitrowanego kwasu aromatycznego przez grupg
aldehydowa glukozy. Inne heksozy z grupa aldehydowa oraz substancje redukujace
roéwniez reaguja w tych warunkach, dajac znacznie zawyzone wyniki. Totez metody
takie, jak np. Somogyi-Nelsona, zalecaja stosowanie ekstraktow wolnych od substancji
redukujacych, co wymaga dodatkowego oczyszczania ekstraktu i sa znacznie mniej

czule.
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Enzymatyczna metoda oznaczania glukozy w ekstrakcie polega na uzyciu
oksydazy glukozy i peroksydazy sprzgezonym z utlenianiem chromogennego akceptora
tlenu, jakim moze by¢ o-dianizydyna lub o-toluidyna. Metoda ta opiera si¢ na duzej
specyficznosci substratowej oksydazy glukozy dla B-glukozy i niskiej reaktywnosci z
ewentualnie wystgpujacymi w ekstrakcie innymi cukrami jak: 2-dezoksy-D-glukoza, D-

mannoza, D-fruktoza.

Zasada oznaczenia:

glukoza  + oksydaza glukozy kwas glukonowy
2H,0+0, e > + 2 H,0,
H,O, + peroksydaza utleniona
o-dianizydyna > o-dianizydyna
(bezbarwna) (brazowa)

Intensywnos$¢ zabarwienia mierzona kolorymetrycznie przy diugosci fali 425 - 475

nm jest proporcjonalna do st¢zenia glukozy w probie.

Wykonanie oznaczenia:

A. Przvogotowanie odczynnikéw

Roztwor o-dianizydyny 0.21 mM w 0.05 M buforze octanowym pH 5.1 (13,2
mg rozpusci¢ w 2 ml wody destylowanej, z tego roztworu pobra¢ 1 ml i
dopetni¢ buforem octanowym do 100 ml.)

Roztwor peroksydazy - 60 jedn/ml

Roztwor oksydazy glukozy - 25 jedn/ ml 0.05 M buforu octanowego pH 5.1
Roztwor inwertazy - 95 jedn/ml buforu octanowego 0,05 M pH 4,5

Roztwor wzorcowy glukozy 5.56 mM

B. Wykonanie krzvwej wzorcowej

Pipetowac kolejno rézne stezenia glukozy

0,4 ml glukozy (lub ekstraktu)

2,4 ml roztworu o-dianizydyny

0,1 ml peroksydazy

0.1 ml oksydazy glukozy

Wymiesza¢, inkubowa¢ przez 30 min w temp. 35° C, zmierzy¢ ekstynkcj¢ przy dtugosci

fali A = 445 nm.
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C. Przygotowanie ekstraktu i oznaczenie glukozy

Odwazy¢ 500 mg tkanki (ziemniak, jablko, gruszka).

Tkanke rozetrze¢ w dobrze zmrozonym mozdzierzu, doda¢ ok. 3 ml 80% etanolu. W
celu wyznaczenie wydajnosci ekstrakcji do drugiej proby doda¢ dodatkowo 20 mg
glukozy. Przenie$¢ ilosciowo do probowek wirdéwkowych, poptukujac mozdzierz
1-2 ml etanolu. Inkubowac¢ ekstrakty ok. 2 godz. w temp. 37° C, a nastgpnie
odwirowa¢ 15 minut przy 14 000 obr./min. Supernatanty delikatnie zla¢ do
parowniczek 1 przez noc odparowa¢ do sucha. Doda¢ 3 ml wody dest. 1 supernatanty
uzywac¢ do oznaczen ew. rozcienczyc.

D. Oznaczenie zawartosci sacharozy w ekstrakcie

Zawarto$¢ sacharozy w tkance oznaczamy jako ilo$¢ glukozy powstatej w wyniku
hydrolizy sacharozy przy udziale dodanej do ekstraktu inwertazy.

Odpipetowaé 1 ml supernatantu, doda¢ 1 ml roztworu inwertazy i inkubowaé probg w
50° C przez 45 min. Oznaczy¢ ilo$¢ glukozy powstalej w wyniku hydrolizy

sacharozy uwzgledniajac zawarto$¢ glukozy w ekstrakcie i rozcienczenie.
Obliczy¢ zawarto$¢ glukozy i1 sacharozy w badanym materiale oraz wydajnos¢ ekstrakc;ji.

LITERATURA:
1.Mejbaum-Katzenellebogen W, Mochnacka I, 1966. Kurs praktyczny z biochemii.
PWN, Warszawa, ss 180-190

2.Kowalczyk S, 1993. Fruktozo-2,6-bisfosforan - efektor integrujacy metabolizm
cukréw 1 pirofosforanu w przedziatach subkomérkowych roslin. Post. Biol. Kom.,

tom 20, nr 1. ss 67-85

3.Bergmayer HU, Bemt E, Schmidl F, 1974. W: Methods of Enzymatic Analysis (red.
Bergmayer HU) vol. 3. Acad. Press., ss 1176-1179, 1205-1214, 1238-1242, 1304-1307

4, Edwards J, ap Rees T, Wilson PM and Morrell S, 1984. Measurement of the inorganic
pyrophosphate in tissues Pisum sativum L, Planta 162:188-191

5.ap Rees T, Green JH and Wilson PM 1985. Pyrophosphate: fructose 6-phosphate, 1-
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pyrophosphate: fructose-6-phosphate phosphotransferase from potato tubers. Eur. J.
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Zadanie 5

ELEKTROFOREZA BIALEK W ZELU POLIAKRYLAMIDOWYM

Elektroforeza jest ruchem fazy rozproszonej wzgledem fazy rozpraszajacej,
zachodzacym pod wpltywem przylozonej zewngtrznie roznicy potencjaléw elektrycznych.
Istote zjawiska elektroforezy stanowi proces rozdzielania czasteczek posiadajacych dodatni
lub yjemny tadunek elektryczny na skutek réznicy szybkosci ich wedrowania w roztworze
(elektroforeza swobodna) badz w nos$nikach, doktadniej, w roztworach wypekniajacych
kapilary nosnikow. Nosnikami moga by¢: bibuta, zel krzemionkowy, Zel poliakrylamidowy,
celuloza, agar, skrobia. Bufor powinien by¢ tak dobrany, aby rozdzielane substancje dobrze
si¢ w nim rozpuszczaly.

Droga przebyta przez substancje jest wprost proporcjonalna do napigcia i natgzenia
pradu przeptywajacego przez elektrolit.

Elektroforeza na zelu poliakrylamidowym umozliwia rozdzielenie czasteczek na
zasadzie rdznic w ruchliwosci elektroforetycznej przy jednoczesnym dziataniu no$nika jako
sita molekularnego. Zel poliakrylamidowy ma wiele zalet: fatwo$¢ i szybko$é przygotowania,
zdefiniowane wymiary oczek sita molekularnego, duza wytrzymalos¢ mechaniczna 1
termiczna, obojetno$¢ chemiczna i catkowity brak tadunkéw elektrostatycznych.

Zaleznie od proporcji migdzy substratami polimeryzacji (akrylamidem i N,N’-
metyleno-bis-akrylamidem) uzyskuje si¢ polimer o pozadanej ggstosci i wymiarach oczek sita
molekularnego; od ilosci bis-akrylamidu w mieszaninie reakcyjnej zalezy liczba wiazan
poprzecznych (mostkdw metylenowych) migdzy tancuchami polimeru, decydujaca o
rozmiarach sita molekularnego. Do przeprowadzenia polimeryzacji konieczny jest dodatek
nadsiarczanu amonu i N,N,N,N’,N’-czterometyloetyleno-dwuaminy (TEMED). W wyniku
katalizowanego przez TEMED rozpadu nadsiarczanu amonu powstaja wolne rodniki tlenowe;
pod ich wplywem tworza si¢ rodniki akrylamidowe, ktére reagujac tworza polimer.
Polimeryzacj¢ zelu wykonuje si¢ pod ostona warstwy wody, poniewaz dostep tlenu utrudnia
ten proces.

Rozdzielana probg nanosi si¢ na zel najczescie] w roztworze sacharozy, co zapobiega
dyfuzji rozdzielanych czastek przed ich wniknigciem w sie¢ polimeru. Czastki zbierane sa
najpierw wewnatrz zelu poliakrylamidowego o duzych porach (zel zaggszczajacy) w waska,
bardzo stezona strefe startowa. Nastgpnie, wewnatrz zelu o matych porach (zel dzielacy)

czasteczki sa dzielone wedlug wielkosci, budowy i tadunku.
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Elektroforeza natywna na zelu poliakrylamidowym jest uzywana do okre$lania sktadu
1 budowy natywnych biatek (zwtaszcza, gdy zachowanie ich aktywnos$ci jest niezbgdne do
dalszych badan), jak rowniez do rozdziatu matych fragmentéw DNA 1 oligonukleotydow.

Denaturujaca elektroforeza na zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) jest
najpowszechniej stosowang technika elektroforetyczna.

Izoelektroogniskowanie (IEF) jest technika rozdzialu elektroforetycznego bialek,
uzywang do rozdzialu czasteczek rozniacych si¢ skladem aminokwasowym, co wptywa na
roznice miedzy ich punktami izoelektrycznymi. Przy potaczeniu rozdziatu IEF w pierwszym
kierunku i SDS-PAGE w drugim, mozna otrzymac¢ bardzo doktadny obraz elektroforetyczny
biatek. Tego typu elektroforeza dwukierunkowa (2-D) jest wykorzystywana m.in. w
badaniach medycznych.

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z metoda elektroforezy natywnej w zelu

poliakrylamidowym.

I. ROZTWORY PODSTAWOWE

1 M bufor Tris-HCI pH 8,8 (zel rozdzielajacy)

1 M bufor Tris-HCI pH 6,8 (zel zaggszczajacy)

30% roztwor akrylamidu i N,N-metyleno-bis-akrylamidu (Akryl-bis-akryl) zmieszanych w
stosunku 30 : 1

10% roztwor nadsiarczanu amonu (APS) — przygotowany bezposrednio przed uzyciem
TEMED (N,N,N,N’,N’-czterometylenodwuamina)

20% roztwor SDS (siarczanu dodecylu)

Bufor migracyjny o sktadzie 25 mM Tris; 192 mM glicyna (do elektroforezy denaturujacej
zawierajacy ponadto 0,1% SDS).

Wszystkie prace z akrylamidem naleiy wykonywacé w rekawiczkach !

II. PRZYGOTOWANIE ZELU ROZDZIELAJACEGO

Do niewielkiej zlewki ostroznie odpipetowaé odpowiednie ilosci (wg zalaczonej tabelki)
buforu Tris-HCI (pH 8,8), roztworu akryl-bis-akryl oraz wody redestylowanej. Przygotowujac
zele do elektroforezy denaturujacej mieszaning uzupetni¢ odpowiednia iloscia roztworu SDS.
Cato$¢ delikatnie zamiesza¢. Nastgpnie doda¢ APS oraz TEMED, powtornie delikatnie
zamiesza¢ 1 wylewac zele na przygotowane odpowiednio ptytki do wysoko$ci zaznaczonej na

aparacie. Na powierzchni¢ zelu delikatnie nawarstwi¢ niewielka ilo§¢ wody redestylowanej 1
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pozostawi¢ do spolimeryzowania (ok. 30 min.). Po zakonczeniu polimeryzacji usuna¢ wodg i

ostroznie osuszy¢ powierzchnig Zelu bibula.

Uwaga: pierwszego dnia ¢wiczen przygotowac 12,5 % zele (do elektroforezy natywnej oraz

denaturujqcej), natomiast drugiego dnia 7 % Zele rozdzielajqce (do elektroforezy natywnej).

Zel 12,5 % Zel 7%
natywna denaturujaca natywna denaturujaca
Tris-HCI pH 8.8 7,5 ml 7,5 ml 7,5 ml 7,5 ml
Akryl-bis-akryl 8,35 ml 8,35 ml 4,65 ml 4,65 ml
woda 4,1 ml 3,95 ml 7,8 ml 7,7 ml
SDS - 100 pl - 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
APS 60 ul 60 ul 60 ul 60 ul

III. PRZYGOTOWANIE ZELU ZAGESZCZAJACEGO

Do niewielkiej zlewki ostroznie odpipetowaé odpowiednie ilosci (wg zalaczonej tabelki)
buforu Tris-HCI (pH 6,8), roztworu akryl-bis-akryl oraz wody redestylowanej. Przygotowujac
zele do elektroforezy denaturujacej mieszaning uzupetni¢ odpowiednia iloscia roztworu SDS.
Cato$¢ delikatnie zamiesza¢. Nastgpnie doda¢ APS oraz TEMED, powtornie delikatnie
zamiesza¢ 1 nawarstwi¢ na powierzchni¢ zelu rozdzielajacego. W przygotowanych ptytkach

umiescic ,,grzebienie”.

Zel 4,5%
natywna denaturujaca

Tris-HCI pH 6,8 1,25 ml 1,25 ml
Akryl-bis-akryl 1,5 ml 1,5 ml
woda 7,1 ml 7,0 ml

SDS - 50 pl
TEMED 20 ul 20 ul
APS 100 pl 100 pl

IV. PRZYGOTOWANIE PROB DO ELEKTROFOREZY

Badany ekstrakt potaczy¢é w stosunku 4 : 1 z buforem do préb (mieszanina o skladzie 0,3 M
Tris-HCl o pH 6,8; 50% glicerol; 0,2% blekit bromofenolowy oraz w przypadku prowadzenia
elektroforezy denaturujacej 5% SDS oraz B-merkaptoetanol w ilosci 100 pl do 900 ul buforu
do prob). Ekstrakty zmieszane z buforem do prob podczas wykonywania elektroforezy
denaturujacej gotowaé¢ w temp. 95°C przez 4 min. i nastgpnie ostudzi¢ do temperatury

pokojowe;.
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V. NANIESIENIE PROB I PRZEPROWADZENIE ELEKTROFOREZY

Ptytki z przygotowanym zelem przenosimy z aparatu do wylewania Zelu do aparatu do
elektroforezy. Jezeli to konieczne usuwamy resztki zelu znajdujace si¢ na zewnatrz plytek.
Pomigdzy ptytki a §ciany aparatu oraz na dno naczynia wlewamy bufor migracyjny. Ostroznie
usuwamy grzebienie. Do powstalych studzienek nanosimy przygotowane proby lub wzorce
bialek. Nastgpnie zamykamy komorg aparatu i podtaczamy aparat do zasilacza. Elektroforez¢
prowadzimy przy przylozonym napigciu ok. 200V 1 natgzeniu 40 mA na zel. Podczas
przeprowadzania elektroforezy natywnej zele nalezy utrzymywac w temp. ok. 4°C.

Gdy barwnik znajdzie si¢ na koncu plytki wylaczamy zasilacz 1 wyjmujemy ptytki z aparatu.

VI. BARWIENIE
Zele barwimy w 0,25 Coomasie Blue R-250 w mieszaninie metanol : kwas octowy : woda
(5:1:1) przez ok. 1 godz. i nastgpnie odbarwiamy w mieszaninie 30% metanol 1 10% kwas

octowy kilkukrotnie zmieniajac roztwor do barwienia.

VII. WYWOLANIE AKTYWNOSCI PEROKSYDAZ

Substraty: 0,2 M guajacol w 100 mM buforze octanowym pH 5,0 lub 0,01 M pirogallol w
50 mM buforze octanowym pH 5,0

Zel zanurzyé na 30 min w 20 ml roztworu odpowiedniego substratu, nastepnie dodaé H,0, do

stezenia koncowego 0,1%. Zele inkubowaé w roztworze az do pojawienia sie prazkow.

Substrat: o-dianizydyna

Zel ptukaé dwukrotnie przez 10 min. w 50 mM buforze octanowym o pH 5,0 z dodatkiem
I mM MgCl, oraz 1 mM CaCl, (2 x 40 ml). Nastegpnie doda¢ roztworu o-dianizydyny
(25 mg/ml wody) w ilosci 254 pul na 40 ml buforu oraz 1 M nadtlenku wodoru w ilo$ci 20ul
na 40 ml buforu. Zele inkubowaé w roztworze az do pojawienia sie prazkow.

Barwa prazkow jest nietrwala, dlatego nalezy jak najszybciej utrwali¢ otrzymany obraz.

VIII. WYWOLANIE AKTYWNOSCI DYSMUTAZ PONADTLENKOWYCH

Zel inkubowaé w ciemnosci przez 30 min., w temperaturze pokojowej w buforze o sktadzie:
50 mM bufor fosforanowy o pH 7,8; 10 mM EDTA; 28 mM TEMED; 30 uM ryboflawina;
245 uM biekit tetrazoliowy. Nastepnie zele wywolywaé na swietle do uzyskania wyraznych

jasnych prazkow na niebieskim tle.
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Zadanie 6

WYSOKOSPRAWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA (HPLC)

Wspotczesna chromatografia cieczowa okre§lana jest, jako wysokosprawna
chromatografia cieczowa (lub wysokoci$nieniowa chromatografia cieczowa), HPLC. Nazwa
ta podkresla najistotniejsze cechy: wysoka sprawno$¢, dobra rozdzielczos¢, duza szybkos¢
procesu 1 stosowanie wysokich ci$nief. Analiz¢ mieszanin technika HPLC wykonuje sig przy
uzyciu chromatograféw cieczowych. W urzadzeniach tych fazg ruchoma ze zbiornika
pompuje si¢ (po filtracji 1 odgazowaniu) przez kolumng chromatograficzna. Analizowana
probke wstrzykuje si¢ w postaci waskiego pasma, gdyz tzw. pozakolumnowe poszerzenie
pasma, ma istotny wplyw na warto$ci wspotczynnika retencji. Wyplywajace z kolumny

probki sa wykrywane przez detektor, a sygnat przekazywany w postaci zapisu cyfrowego.

W HPLC powszechnie stosowane sa dwa typy wypehien:

e na bazie krzemionki

e na bazie zywic porowatych/silikonu

Podstawowym nos$nikiem jest mikroporowata krzemionka o matych ziarnach (3-10 um). Fazy

chemicznie zwigzane z krzemionka moga mie¢ r6zny charakter chemiczny:

W wypelienia z polarnymi grupami — faza normalna (NP), w takim ukladzie faza
stacjonarna jest bardziej polarna niz faza ruchoma. Podstawowym rozpuszczalnikiem
(faza ruchoma) jest rozpuszczalnik niepolarny, najczesciej heksan, a jego moc elucyjna

modyfikuje dodatek np. chloroformu.

E

wypetnienia z niepolarnymi grupami — faza odwrécona (RP), w takim uktadzie faza
stacjonarna jest mniej polarna niz faza ruchoma. Jako eluentéw uzywa si¢ najczesciej

mieszaniny metanol-woda lub acetonitryl-woda.
wypetnienia z grupami jonowymiennymi — do chromatografii jonéw

wypetnienia z grupami optycznie czynnymi — do rozdziatu mieszanin racemicznych

EE E

sita molekularne — do rozdzialu mieszanin pod wzglgedem wielko$ci czasteczek

Czas retencji skladnikow probki regulowany jest przez odpowiedni dobor mocy elucyjnej
fazy ruchomej. Skilad eluentu moze by¢ jednakowy przez caly czas rozdziatu (elucja

izokratyczna) lub zmienia¢ si¢ (elucja gradientowa).
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Technika HPLC jest stosowana do rozdziatu:

W zwiazkow biologicznie czynnych: biatek, polipeptydow, aminokwaséw, witamin,
sterydoéw, fenylopropanoidow, kwasow nukleinowych;

i preparatow farmaceutycznych

i Srodkéw ochrony roslin

W weglowodordéw policyklicznych i innych zanieczyszczen $rodowiskowych

i zwigzkow metaloorganicznych i kompleksowych

i pierwiastkow ziem rzadkich

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z technika rozdzialu mieszaniny zwiazkow
organicznych (zwiazkow fenolowych frakcji cytoplazmatycznej liSci ro$lin) przy uzyciu
chromatografu cieczowego i1 kolumny o fazie odwrdcone;.

Rozdzial mieszaniny zwiazkéw fenolowych prowadzony bedzie przy uzyciu
chromatografu cieczowego firmy Shimadzu, wyposazonego w kolumng COSMOSIL(R)
Cholester (5 um) z prekolumna Bionacom (Filter Column Protector 316). Faza ruchoma jest
uktad acetonitryl/ kwas octowy/woda (10/2/88, v/v/v). Kwasy fenolowe wykrywane beda
przy A =330 nm przez detektor VWM 2141 i identyfikowane przez porOwnanie z wzorcami.
Zawartos¢ kazdego zwiazku fenolowego obliczana jest przy uzyciu integratora
komputerowego na podstawie zliczania powierzchni szczytéw i porownywania z krzywymi

kalibracyjnymi dla poszczegolnych zwiazkow.

I. OTRZYMYWANIE WOLNYCH ZWIAZKOW FENOLOWYCH

Do zakrecanych probowek szklanych (Pyrex) doda¢ 500 ul (w dwu powtdrzeniach)
ekstraktu otrzymanego od prowadzacego ¢wiczenie. Doda¢ 1.5 ml wody destylowanej i 2 ml
4M kwasu trojfluorooctowego. Probowki lekko zakrgci¢ 1 wstawi¢ na 30 min. do suszarki o
temperaturze 110°C. Po zakonczeniu hydrolizy probowki schtodzi¢ ostroznie pod biezaca
woda. Przeprowadzi¢ trzykrotng ekstrakcj¢ octanem etylu (porcjami po 2 ml). Octan etylu
odparowa¢ w strumieniu zimnego powietrza. Kwasy fenolowe rozpusci¢ w doktadnie 500 pl

metanolu do HPLC. Przechowywa¢ w temperaturze <0°C.

II. OZNACZANIE ZWIAZKOW FENOLOWYCH METODA FOLINA
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Do matych probéwek odpipetowac po 15 pl roztworéw metanolowych zawierajacych
kwasy fenolowe (w 3 powtdrzeniach). Do probowek przygotowanych dla krzywej wzorcowej
odpipetowa¢ kolejno 0.5, 1, 5, 10, 15, 20 pg kwasu ferulowego (w 3 powtorzeniach).
Uzupehi¢ woda dejonizowana do 250 pl. Do préby kontrolnej (,,$lepej”) dodaé od razu 250
ul wody dejonizowanej. Doda¢ 250 pl odczynnika Folina & Ciocalteu’a (rozcienczonego
dwukrotnie). Inkubowa¢ w temperaturze pokojowej dokladnie 3 min. Nastgpnie doda¢ 500 ul
nasyconego roztworu Na,COs, doktadnie wymieszac¢ i inkubowaé 1 godz. Mierzy¢ przy A =

750 nm. Zawarto$¢ kwaséw fenolowych wyrazi¢ w mg/g swiezej masy.

III. ROZDZIAL I IDENTYFIKACJA ZWIAZKOW FENOLOWYCH METODA HPLC

Przygotowa¢ uktad rozpuszczalnikéw: woda-acetonitryl-kwas octowy (88/10/2, v/v) i
przesaczy¢ przez filtr nylonowy (Nalgene, 0.2 um). Uruchomi¢ pompy i przez 15 min ptukac
kolumng (przeptyw 2 ml/min, nie przekraczaé¢ ci$nienia 12 MPa). Rozdzieli¢ przygotowane
wzorce, a nastgpnie zwiazki fenolowe otrzymane w pkt. 1. (po przesaczeniu przez filtr z
octanu celulozy 0.2 um).

Dokona¢ identyfikacji zwiazkéw fenolowych przez porownanie ze wzorcami.
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