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1. PRODUKCJA REKOMBINOWANEGO LUDZKIEGO
BIALKA P2 W KOMORKACH Escherichia coli

Systemy ekspresji rekombinowanych biatek w komorkach E. coli nalezag do
najczesciej stosowanych m. in. ze wzgledu na dobrze poznany uktad transkrypcyjny
i translacyjny, czy mozliwo$¢ prowadzenia hodowli na tanich podtozach z wykorzystaniem
prostych czynnikow selekcyjnych jakimi sg antybiotyki.

Rybosomalne biatko P2 Homo sapiens poddane heterologicznej ekspresji w uktadzie
pET (opartym o komorki E. coli) produkowane jest w postaci biatka fuzyjnego z dotgczong
etykieta histydynowa (6xHis-tag), umozliwiajacg jego pozniejsze oczyszczanie na drodze
chromatografii powinowactwa. Etykieta histydynowa jest krotkim homopeptydem
zbudowanym z szeSciu reszt histydynowych dotaczonych do C- lub N- konca biatka
rekombinowanego. Przylaczenie etykiety odbywa si¢ na etapie konstrukcji wektora
ekspresyjnego, kiedy to do sekwencji DNA kodujacej biatko poddawane heterologicznej
ekspresji dotacza si¢ fragment DNA kodujacy sze$¢ reszt histydyny. Gen kodujacy ludzkie
biatko P2 na plazmidzie pET znajduje si¢ pod kontrolg promotora dla polimerazy RNA z faga
T7. Ekspresja uruchamiana jest przez dodanie do pozywki syntetycznego induktora IPTG
(izopropylo-p-D-1-tiogalaktopiranozyd) w stezeniu 0,5 mM, gdy hodowla E. coli osiagnie
warto$¢ ODgoo nm réwng 0,6-0,8. Po czterech godzinach od indukcji komorki bakterii
odwirowuje si¢, a nastepnie poddaje frakcjonowaniu w celu oczyszczenia eksprymowanego
biatka.

Frakcjonowanie komorek to metoda rozdzielania struktur subkomorkowych
polegajaca na wstepnej dezintegracji oraz poddaniu homogenatu wirowaniu réznicowemu
(kilkukrotnemu wirowaniu ze stopniowo wzrastajaca sila odsrodkowa) albo wirowaniu
w gradiencie sacharozy czy chlorku cezu (poszczegdlne struktury subkomoérkowe osadzaja si¢
w roztworze o roznej gestosci). Frakcjonowanie komorek stanowi wazng metode w dziedzinie
proteomiki, gdyz utatwia badanie lokalizacji bialek i pozwala na wzbogacenie uzyskanego

preparatu w biatka wystepujace w komodrce w niskim stezeniu.
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1.1 Hodowla komorek E. coli

Do kolby zawierajacej 100 ml ptynnego poditoza LB z dodatkiem ampicyliny
wprowadzi¢ 1 ml catlonocnej hodowli szczepu BL21 E. coli i catos¢ inkubowac
w warunkach ciagtego wytrzgsania W temperaturze 37°C. Po osiggnieciu przez hodowle
ODggo okoto 0,6 - 0,8 indukowa¢ ekspresje poprzez dodanie IPTG w stezeniu 0,5 mM
I dalej inkubowac przez 4 godziny. Po tym czasie hodowle odwirowac przy 10 000 rpm

przez 10 minut w temperaturze 4°C. Osad przechowywaé¢ w temp. -20°C.

1.2 Dezintegracja i frakcjonowanie komorek

W celu wyizolowania pozadanych czasteczek (biatka, kwasy nukleinowe)
znajdujacych si¢ wewnatrz komoérek przeprowadza si¢ proces dezintegracji, polegajacy na
uwolnieniu danej makromolekuly z komorek poprzez rozbicie barier zewngtrznych takich jak
Sciana komorkowa czy blona komorkowa. Wyboér metody dezintegracji komorek zalezy
gldwnie od rodzaju materialu biologicznego, ktéry poddany bedzie dezintegracji (komorki
ssacze, roslinne, drozdzowe, bakteryjne, tkanka, organ), co wynika z obecnosci lub braku
$ciany komorkowej (komorki bakteryjne i komorki ssacze) badz tez réznic w jej budowie
(komorki roslinne 1 komorki drozdzowe). Niezaleznie od metody dezintegracji uwolnienie
interesujacych nas czasteczek powinno przebiega¢ z wysoka wydajnoscig przy jednoczesnym
zachowaniu ich wlasciwosci biologicznych, dlatego tez komodrki przed dezintegracja
zawieszane sag w odpowiednim roztworze buforujacym, ktory stabilizuje czasteczki i chroni je
przed degradacja.

Do najczesciej stosowanych metod dezintegracji komorek zaliczamy: homogenizacje,
rozcieranie, wytrzasanie z kulkami szklanymi, sonikacj¢, szok osmotyczny, zamrazanie-
rozmrazanie (metody fizyczne); trawienie enzymatyczne (metody biologiczne); liza

alkaliczna, liza detergentami (metody chemiczne).

Metoda Zasada metody Materiat biologiczny

Homogenizacja Dezintegracja mechaniczna przy uzyciu Migkkie tkanki
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homogenizatora (Dounce'a, Potter- | 1 komorki zwierzece
Elvehjema)

Sonikacja Dezintegracja mechaniczna za pomocg fal | Komorki bakteryjne,
dzwigkowych  wysokiej czestotliwosci zwierzece
(ultradzwigki)

Wytrzasanie Dezintegracja mechaniczna za pomoca kulek | Komorki drozdzowe

z kulkami szklanymi | szklanych ~ wytrzasanych w  zawiesinie

komorek

Szok osmotyczny Dezintegracja mechaniczna poprzez | Komoérki pozbawione
zawieszenie  komérek w  roztworze | $§ciany komorkowej

hipotonicznym

Trawienie Degradacja $ciany komoérkowej poprzez | Komodrki — bateryjne
enzymatyczne dziatanie enzyméw: lizozym (bakterie), | i drozdzowe

glukanaza (drozdze)

Liza alkaliczna Chemiczna dezintegracja $cian 1 bton | Komorki bakteryjne

komorkowych na skutek dzialania roztworu

NaOH-SDS

Liza detergentami Chemiczna dezintegracja bton komérkowych | Komorki ssacze

na skutek dziatania detergentoéw (Triton

X-100, NP-40)
Zamrazanie- Dezintegracja mechaniczna Scian 1 bton | Komorki bakteryjne
rozmrazanie komoérkowych na skutek powstajacych

wewnatrz komorki krysztalow lodu

Rozcieranie Mechaniczna dezintegracja $cian 1 bton | Komorki bakteryjne,

komorkowych na skutek ucierania komorek z | drozdzowe, tkanki

substancjami $ciernymi (piasek) roslinne

W wyniku dezintegracji komorek biatka, kwasy nukleinowe, lipidy, ulegaja
uwolnieniu z wnetrza komorki i przechodza do roztworu. Aby odseparowac interesujace nas
czasteczki od pozostatych skladnikéw komorki wykorzystuje si¢ zjawisko sedymentacji
czastek o wickszej gestosci w roztworze o mniejszej gestosci pod wpltywem dziatania
sity odsrodkowej. W tej samej zawiesinie wigksze czastki osiadajg szybciej od mniejszych

czastek tej samej wielkosci. Uzyskany po dezintegracji homogenat poddawany jest wirowaniu
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roznicowemu (wirowaniu ze wzrastajacg szybkoscig), w ktorym zawiesing poddaje si¢
najpierw wirowaniu przy niskich obrotach i przez krotki czas, a nastepnie supernatant nad
uzyskanym w ten sposob osadem przenosi si¢ do nowej probowki i wiruje dtuzej przy
wiekszych obrotach, aby oddzieli¢ czastki mniejsze. W ten sposob niejednorodng zawiesing
mozna podzieli¢ na kilka frakcji bardziej jednorodnych. W wyniku powtarzajacych sie cykli
wirowania z ekstraktu komoérkowego sekwencyjnie uzyskuje si¢ frakcje jadrowa (1000xg
przez 10 min), mitochondrialng (30000xg przez 20 min), cytoplazmatyczng (100000xg przez
1h) i rybosomalng (100000xg przez 1h).
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Rys. 1 Schemat wirowania roznicowego

Lepsza precyzje frakcjonowania uzyskuje si¢ stosujac wirowanie w gradiencie gestosci.
W tym celu do probowek wirowkowych wprowadza si¢ od dna ku goérze tzw. roztwor
rozdzielajacy (np. sacharoza) o malejagcym stezeniu a tym samym malejacej gestosci. Na
powierzchni¢ tego roztworu wprowadza si¢ preparat, ktory ma zosta¢ poddany separacji.
Podczas wirowania rozdzielane czasteczki beda przemieszczaé si¢ do warstwy roztworu

rozdzielajacego o gestosci rownej gestosci tych czastek.

Celem ¢wiczenia jest dezintegracja komorek E. coli metoda sonikacji, otrzymanie
frakcji biatek cytoplazmatycznych E. coli zawierajacej ludzkie biatko P2 (hP2) z etykietka

histydynowa i oczyszczenie biatka hP2 metoda chromatografii powinowactwa.

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany
do samodzielnego zapoznania si¢ z karta charakterystyki substancji, lub mieszanin
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chemicznych, uzywanych w ponizszym ¢wiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html
W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancje a nastepnie pobraé

dolaczong do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwrdci¢ na sekcje:
wldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki

1.

o a ~ D

Hodowla komorek bakteryjnych (osad komorek w objetosci 0,5 ml w probowce typu
Falcon o poj. 15 ml)

Sonikator

Bufor PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO,4, 2 mM KH,PO,, pH 7,5)

100 mM PMSF

0,5M EDTA

Jalowe probowki Eppendorfa o pojemnosci 1,5 1 2 ml oraz koncéwki do pipet

Wykonanie éwiczenia

Uwaga! Ponizsze czynnoSci nalezy wykonywa¢ w temp. + 4° C

I

Dezintegracja komorek bakteryjnych ultradzwi¢ekami (sonikacja)
Osad komorek bakteryjnych w probowce typu Falcon o poj. 15 ml zawiesi¢ przez
pipetowanie w 5 ml ozigbionego buforu PBS z dodatkiem 1 mM PMSF (inhibitor
proteaz serynowych) i 5 mM EDTA (chelator jonéw dwudodatnich niezb¢dnych do
aktywnosci proteaz komorkowych).
Uzyskang zawiesing komorek umiesci¢ w lodzie i dezintegrowac¢ z wykorzystaniem
sonikatora. Proces sonikacji prowadzi¢ w cyklach po 30s dezintegracji i 30s przerwy
na chtodzenie w lodzie (min. 5 cykli przy amplitudzie 60%).
Nastepnie, uzyskany dezintegrat komorek, przenies¢ do probowek typu Eppendorf 0
poj. 1,5 ml i podda¢ wirowaniu przy 12000 rpm przez 10 min. w 4°C w celu osadzenia
niezdezintegrowanych komorek oraz duzych fragmentdéw btoniastych.
Odebra¢ 100 pul uzyskanego supernatantu (frakcja S30) do probowki typu Eppendorf
0 poj. 1,5 ml, a pozostalg cze$¢ supernatantu wirowac przy 400000 x g przez 30 min.

w 4°C. W wyniku wirowania otrzymuje si¢ frakcje cytoplazmatyczng ( frakcja S100).


http://www.poch.com.pl/
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5. Uzyskany supernatant przenies¢ do probowki typu Eppendorf. Oznaczy¢ stgzenie
biatka metoda Bradford w obu frakcjach: S30 i S100, a nastgpnie przygotowaé probki
do elektroforezy SDS/PAGE zawierajace po 30 ug biatka w objetosci 30 pl. Dodaé do
probek po 10 pl buforu probkowego (4x stezonego) i wymieszaé. Nastepnie, probki
ogrzewaé przez 3 min. w temp. 90°C. Probki przechowywaé w temp. -20°C

do kolejnych ¢wiczen.

1.3 Oznaczanie stezenia bialka metoda Bradford

Metoda ta pozwala na szybkie oznaczenie stezenia biatka w roztworze. W metodzie
Bradford wykorzystywana jest zdolnos$¢ biatka do tworzenia kompleksu z barwnikiem
zwanym biekitem Coomassie (Coomassie Brilliant Blue). Bigkit Coomassie
w Srodowisku kwasnym posiada zabarwienie brunatne, ktére zmienia si¢ na bi¢kitne w reakcji
z biatkiem. Nat¢zenie barwy jest proporcjonalne do st¢zenia biatka. Absorpcj¢ powstatego

kompleksu barwnego odczytuje si¢ w zakresie $wiatta widzialnego przy dtugosci fali 595 nm.

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany
do samodzielnego zapoznania si¢ z karta charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym ¢wiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancj¢ a nastepnie pobraé
dolaczong do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwrdci¢ na sekcje:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki

1. Odczynnik Bradford (preparat handlowy)

2. Roztwor wzorcowy albuminy wotowej o stgzeniu 100pug/ml
3. Roztwor badanego biatka

4. Jatlowe probowki Eppendorfa o pojemnosci 1,5 i 2 ml oraz koncowki do pipet

Wykonanie éwiczenia

a) wykreslenie krzywej wzorcowej
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Przygotowa¢ 8 ponumerowanych probowek, do ktorych odmierzy¢ (wedhug tabeli)

nastepujace ilosci roztworu biatka wzorcowego 1 wody destylowane;j:

Nr probowki 1 2 3 4 5 6 7 8
W?zorzec albuminowy (ul) 20 |40 |80 |[100|120|160|200 |O
Woda (ul) 780 | 760 | 720 | 700 | 680 | 640 | 600 | 800
[lo$¢ biatka w probie (ug) 2 4 8 10 |12 |16 |20 0

Do wszystkich probowek doda¢ po 0,2 ml odczynnika Bradford i doktadnie wymieszac.

Po uptywie 5 min, zmierzy¢ absorpcje w kolorymetrze przy dtugosci fali 595nm.

Pomiarow dokonywaé wzgledem préby kontrolnej (nr 8). Wykresli¢c krzywa wzorcowa
odktadajac na osi odcigtych (X) stezenia biatka, a na osi rzednych (Y) warto$ci absorpcji.

b) wykonanie pomiaru w badanej probce biatka.

Do dwoch proboéwek odmierzy¢ 2 — 20 ul badanego roztworu biatka (zgodnie z zaleceniami
prowadzacego ¢wiczenia) i uzupetni¢ woda do objetosci 0,8 ml. Do wszystkich probowek
doda¢ po 0,2 ml odczynnika Bradford i doktadnie wymieszaé. Po uptywie 5 min, zmierzy¢
absorpcje w kolorymetrze przy dtugosci fali 595 nm.

Stezenie biatka odczyta¢ z przygotowanej krzywej wzorcowe;.

1.4 Oczyszczanie ludzkiego bialka P2 metodg chromatografii

powinowactwa

Oczyszczanie biatek jest skomplikowanym procesem, w ktorym wykorzystuje si¢
zaroOwno fizyczne jak 1 chemiczne wlasciwosci danej czasteczki. Biatka oczyszcza si¢ glownie
w oparciu o takie ich cechy jak: wielko$¢, rozpuszczalno$¢é, tadunek
1 specyficzne powinowactwo wigzania. Czasteczki biatkowe najczesciej rozdziela sig
wykorzystujgc chromatografie cieczows, gdzie wyrdznia si¢ kilka typow: chromatografia

saczenia molekularnego, jonowymienng, oddzialywan hydrofobowych czy powinowactwa.
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Chromatografia powinowactwa jest szczegdlnym typem chromatografii adsorpcyjnej
wykorzystujacym wzajemne powinowactwo dwoch substancji. Ze wzgledu na wysoka
unikalno$¢ tych reakcji metoda ta pozwala znacznie uproscic proces oczyszczania biatka przy
jednoczesnym zachowaniu jego biologicznej aktywnosci. Wyrdznia si¢ kilka typow interakcji
substancji rozpuszczonej b¢dacej w fazie ruchomej z unieruchomionym ligandem, takich jak:
hormon-receptor, enzym-substrat, enzym-inhibitor, przeciwciato-antygen, kw. nukleinowe-
biatka, komplementarne odcinki kw. nukleinowych, lektyny-glikoproteiny, itp. W technice tej
nie ma znaczenia, ktory z nich wybrany zostanie jako ligand. Chromatografi¢ powinowactwa
przeprowadza si¢ zwykle w dwoéch etapach. W pierwszym, nanosi si¢ rozdzielany materiat na
kolumn¢ wypetiong ztozem. Przemieszczajace si¢ wzdhuz kolumny czasteczki wigza si¢ do
ztoza a po odptukaniu nieswoiscie zaadsorbowanych czasteczek rozpoczyna si¢ drugi etap, w
ktorym nastgpuje dysocjacja powstatych komplekséw ligand-oczyszczane biatko i elucja
oczyszczanego biatka. Dysocjacji mozna dokona¢ na kilka sposobow. Pierwszym z nich jest
zastosowanie  specyficznego  eluenta,  zawierajacego  czynnik  kompetencyjny,
wspolzawodniczacy o to samo miejsce wigzania co oczyszczana czasteczka. Inng metodg jest
elucja w sposdb niespecyficzny, z pomoca buforéw o wysokiej lub niskiej wartosci pH,
roztworéw o wysokiej sile jonowej czy zwiazkéw chaotropowych (rozrywajacych wigzania
wodorowe). Po zakonczeniu elucji nalezy usung¢ z roztworu biatka stosowane do elucji
substancje na drodze dializy lub filtracji zelowe;.

Celem c¢wiczenia jest oczyszczenie rekombinowanego ludzkiego biatka P2
zawierajacego etykietke 6xHis na drodze chromatografii powinowactwa na ztozu niklowym

Ni-NTA IMAC (ang. immobilized metal affinity chromatography).

Oczyszczanie bialka fuzyjnego zawierajacego etykiet¢ histydynowa opiera si¢
na powinowactwie pierScieni imidazolowych zawartych w resztach histydyny

do immobilizowanych na ztozu chromatograficznym jonéw metali (Ni, Co, Zn).
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Opisana procedura oczyszczania jest wariantem oczyszczania biatka w warunkach
natywnych.  Preparatem  wyjSciowym jest frakcja  rozpuszczalnych  bialek
cytoplazmatycznych (supernatant po ultrawirowaniu, S-100). Preparat ten po rozmrozeniu
nalezy odwirowaé (12 tys. rpm./10 min./4°C) w celu usunigcia wytraconych w trakcie

zamrazania / rozmrazania biatek.

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany
do samodzielnego zapoznania si¢ z kartg charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym c¢wiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancje a nastepnie pobraé
dolaczong do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwrdci¢ na sekcje:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki

1. Frakcja bialek cytoplazmatycznych E. coli zawierajaca biatko hP2 z etykietka
histydynowa

2. 50% zawiesina ztoza NINTA

3. Bufor B (do wigzania biatka do ztoza NINTA) — 50 mM NaH,P0,;, 300 mM NacCl,
5mM imidazol; pH 8

4. Bufor W (do ptukania zloza NINTA) — 50 mM NaH,P0, 300 mM NaCl,
20 mM imidazol; pH 8

5. Bufor E (do elucji zwigzanych ze ztozem NiNTA biatek) - 50 mM NaH;P0, 300 mM
NaCl, 300 mM imidazol; pH 8

6. Probowki typu Falcon o poj. 15 ml

7. Jatowe probdéwki Eppendorfa o pojemnosci 1,5 1 2 ml oraz koncowki do pipet
Wykonanie ¢wiczenia
Przygotowanie zloza chromatograficznego NINTA
1. Pobrac 300 ul 50% zawiesiny ztoza NiNTA do probowki typu Falcon o poj. 15 ml.
2. Odwirowa¢ probke przy 1.5 tys. rpm przez 45 sek.

3. Supernatant usung¢, a osad ze ztoza delikatnie zawiesi¢ w 500 pul buforu B

11
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Probke ponownie odwirowa¢ przy 1.5 tys. rpm przez 45 sek i usung¢ supernatant.

Wiazanie bialka do zloza, plukanie i elucja

Do przygotowanego ztoza NINTA nalezy doda¢ 2 ml preparatu rozpuszczalnych
biatek cytoplazmatycznych, delikatnie wymiesza¢ i inkubowa¢ w lodzie 20 min.
Po zakonczeniu inkubacji preparat odwirowaé przy 1.5 tys. rpm przez 45 sek
a supernatant zebra¢ do nowej proboéwki jako tzw. frakcje bialek nie wigzacych si¢ ze
ztozem (ang. flow through fraction),
Do osadu ztoza doda¢ 5 ml buforu pluczacego W, zawiesing delikatnic wymieszac
i nastgpnie odwirowa¢ przy 1.5 tys. rpm przez 45 sek w celu usunigcia biatek
niespecyficznie wigzacych si¢ ze ztozem.
Po odwirowaniu supernatant zebra¢ do nowej probowki jako tzw. frakcje biatek
odptukanych ze ztoza (ang. wash 1)
Do osadu ztoza ponownie doda¢ 5 ml buforu ptuczacego W, zawiesing delikatnie
wymiesza¢ 1 nastgpnie odwirowaé przy 1.5 tys. rpm przez 45 sek w celu usunigcia
biatek niespecyficznie wigzacych si¢ ze ztozem.

Po odwirowaniu supernatant zebra¢ do nowej probowki jako tzw. frakcje biatek
odptukanych ze ztoza (ang. wash 2)
Do osadu ztoza doda¢ 400 ul buforu elucyjnego E, zawiesing delikatnie wymieszac
i inkubowa¢ w lodzie przez 5 min., a nast¢pnie odwirowac przy 1.5 tys. rpm przez
45 sek. w celu uwolnienia specyficznie zwigzanego biatka
Po odwirowaniu supernatant zebra¢ jako preparat biatlek eluowanych ze zloza
(ang. elution 1).
Do osadu ztoza ponownie doda¢ 400 ul buforu elucyjnego E, zawiesing delikatnie
wymiesza¢ i inkubowa¢ w lodzie przez 5 min., a nastgpnie odwirowac przy 1.5 tys.
rpm przez 45 sek.

Po odwirowaniu supernatant zebra¢ jako preparat biatek eluowanych ze ztoza
(ang. elution 2), po czym ztoze zebra¢ do wspolnego naczynia w celu jego pdzniejszej

regeneracji.

11. Zmierzy¢ stgzenie biatka w otrzymanym preparacie i1 przygotowaé probke do

elektroforezy SDS/PAGE.

12



Zaktad Biologii Molekularnej UMCS, luty 2018

2. ELEKTROFOREZA JEDNOKIERUNKOWA BIALEK
W WARUNKACH DENATURUJACYCH (SDS/PAGE)

Elektroforeza bialek umozliwia monitorowanie sktadu mieszaniny biatek, sprawdzanie
czystosci biatek, oznaczanie masy czasteczkowej, analizy struktury podjednostkowej czy
okreslenic punktu izoelektrycznego biatka. W analizie biatlek stosowane sg zele
poliakrylamidowe. Zel poliakrylamidowy posiada nastgpujace cechy: jest bezbarwny,
pozbawiony tadunkéw, odznacza si¢ duza wytrzymalo$cia mechaniczng, latwy
w przygotowaniu i formowaniu w odpowiednich naczyniach. Zel poliakrylamidowy to
tancuchy akrylamidu (H,C=CH-CO-NH,) potaczone wigzaniami poprzecznymi za pomocg
N,N’-metyleno-bis-akrylamidu (H,C=CH-CO-NH-CH,-NH-CO-CH=CH;). W ten sposéb
tworzy si¢ sie¢, przez ,,oczka » ktdrej migruja rozdzielane czasteczki. Wielkos¢ ,,oczek™ sieci
zelu zalezy od stezenia akrylamidu oraz bisakrylamidu. Polimeryzacja zelu odbywa sie¢
w obecno$ci nadsiarczanu amonu (APS) oraz N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiaminy
(TEMED). Rozdziat biatek moze by¢ jednokierunkowy (1D) — lub dwukierunkowy (2D).

Elektroforeza jednokierunkowa w zelu poliakrylamidowym (PAGE) umozliwia
rozdziat czgsteczek biatkowych rdéznigcych si¢ wielkoscig 1 tadunkiem elektrycznym.
Rozdzial ten mozna prowadzi¢ w warunkach niedenaturujagcych oraz w warunkach
denaturujacych. Elektroforeza bialek w warunkach denaturujacych okres§lana skrotem SDS-
PAGE odbywa si¢ w obecnosci soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS), ktory jest
detergentem jonowym. SDS faczac si¢ z grupami hydrofobowymi aminokwasé6w nadaje
biatkom fadunek ujemny. Sprawia to, Zze migruja one w kierunku dodatniej anody. Ilo$¢
zwigzanego SDS jest proporcjonalna do wielkosci czasteczek biatkowych. Dzigki temu
rozdzielajg si¢ one w zelu pod wzgledem masy czasteczkowej. Polipeptydy o nizszej masie
czasteczkowej migruja szybciej, za§ wicksze wolniej. Metoda SDS-PAGE stosowana jest
mie¢dzy innymi do: identyfikacji i monitorowania skladu mieszaniny biatek, sprawdzania
jednorodnosci (homogennos$ci) biatek, oznaczania masy czasteczkowej biatek, analizy

struktury podjednostkowej aktywnych biologicznie komplekséw biatkowych.
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Celem ¢wiczenia jest sprawdzenie czystosci otrzymanego preparatu ludzkiego biatka
P2 metoda elektroforezy biateck w warunkach denaturujacych SDS/PAGE. Zel
poliakrylamidowy z rozdzielonymi biatkami nalezy podzieli¢ na dwie czgsci, z ktorych jedna
nalezy wybarwi¢ barwnikiem Coomassie Brillant Blue, a drugg przeznaczy¢ do identyfikacji

rybosomalnego biatka P2 metoda Western Blot.

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowigzany
do samodzielnego zapoznania si¢ z karta charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym ¢éwiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancje¢ a nastepnie pobraé
dolaczona do niej karte charakterystyki. Szczegélny nacisk nalezy zwroci¢ na sekcje:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki
1. 30%roztwor akrylamidu + 0,8% roztwor bisakrylamidu
2. 1,5M roztwoér Tris - HCI pH 8,8
3.0,5M roztwor Tris - HCI pH 6,8
4.10% roztwor SDS
5. 10% roztwoér APS
6. TEMED
7. Bufor probkowy (4x stezony) :
1,25M roztwo6r Tris-HCI pH 6,8 0,5ml

Glicerol 1,0ml
10% roztwor SDS 2,0ml
DTT 154mg
H,O 1,3ml

1% roztwor biekitu bromofenolowego 200l
8. Bufor elektrodowy:

Glicyna 14,49
Tris 3,09
SDS 1,09

uzupetni¢ woda do 1000ml
9. Wzorce biatkowe

10. Zestaw do elektroforezy biatek
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Przygotowanie zelu i probek bialkowych

Umyte 1 odtluszczone specjalne plytki szklane do elektroforezy zlozy¢ zgodnie
ze wskazéwkami prowadzacego ¢wiczenia. Przygotowaé zel poliakrylamidowy wedlug

przepisu:

Uwaga! Prace z akrylamidem wykonywa¢ w rekawicach ochronnych.
Roztwory dodawa¢é¢ wg przedstawionej kolejnosci.
TEMED - inicjator polimeryzacji, dodawa¢ jako ostatni skladnik,

bezposrednio przed wylaniem mieszaniny miedzy plytki !

Zel separujacy
ODCZYNNIK Zel 12%
(8 ml)
H20 2,6 ml
30% akrylamid + 1%bisakrylamid 3,2ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,0ml
10% SDS 80 ul
10% APS 80 pl
TEMED 8 ul
Zel zageszczajacy
ODCZYNNIK na 2,5 ml zelu
H,O 1,3 ml
30% akrylamid + 1%bisakrylamid 0,5ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 0,625 ml
10% SDS 25 ul
10% APS 25 ul
TEMED 2,5 ul
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Polimeryzacje zelu wykona¢ miedzy przygotowanymi ptytkami szklanymi, zgodnie
ze wskazdéwkami prowadzacego ¢wiczenia .

Probki do analizy przygotowaé w nastgpujacy sposob: do kazdej proboéwki Eppendorfa
zawierajacej analizowane biatka lub wzorce biatkowe (1-30 ug biatka w objetosci 30 pl)
doda¢ po 10 pl buforu probkowego (4x stgzonego) 1 wymieszaé. Nastepnie, probki ogrzewac
przez 3 min. w temp. 90°C. Bufor probkowy zawierajacy SDS i DTT niszczy strukture
natywng biatek w podwyzszonej temperaturze.

Plytke ze spolimeryzowanym zelem poliakrylamidowym umie$ci¢ w aparacie
do elektroforezy. Aparat napelni¢ buforem elektrodowym. Przygotowane probki biatkowe
ostroznie nanie$¢ do studzienek w zelu zageszczajacym. Rozdziat prowadzi¢ pod napigciem
150V tak dlugo, az barwnik przesunie si¢ do konca zelu separujacego. Wylaczy¢ zasilacz,

wyjac ptytke z zelem do wybarwienia i transferu biatek na membrane nitrocelulozowa.

3.1 Barwienie bialek po rozdziale elektroforetycznym

Celem uwidocznienia oraz identyfikacji rozdzielonych prazkow biatkowych, zel
poliakrylamidowy po elektroforezie poddaje si¢ barwieniu. Najczegsciej stosuje si¢ tu roztwor

barwnika Coomassie lub barwienie metodg srebrowg .

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany
do samodzielnego zapoznania si¢ z karta charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym ¢wiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sa pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancj¢ a nastepnie pobraé
dolaczong do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwroci¢ na sekcje:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

A. Barwienie blekitem Coomassie

Odczynniki

Mieszanina barwigca:
Metanol 400 ml
Kwas octowy 100 ml
H,O 500 ml
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Blekit Coomassie 2,59

Odbarwiacz:

Metanol 400 ml
Kwas octowy 100 ml
H.0 500 ml

Wykonanie ¢wiczenia

Wyjety zel poliakrylamidowy umiesci¢ w roztworze barwnika na okres okoto
15-30 min. Po tym czasie, zla¢ barwnik, zel przeptuka¢ woda a nastepnie odbarwiaé
go roztworem odbarwiajacym tak dtugo, az widoczne stang si¢ rozdzielone prazki bialka.
Po wybarwieniu zel wysuszy¢. Barwienie bigkitem Coomassie pozwala na wykrycie prazkéw
biatkowych zawierajacych okoto 0,1 pg biatka. Czulo§¢ metody zalezy w duzej mierze

od zastosowanego przepisu barwienia.

3. IDENTYFIKACJA LUDZKIEGO BIALKA P2 METODA
WESTERN BLOT.

Technika western blot, sktada si¢ z kilku etapéw. Pierwszym etapem jest rozdzielenie
mieszaniny biatek w Zelu poliakrylamidowym. Nast¢pnie biatka przenoszone s3 na membrang
(w naszym przypadku jest to transfer pot-suchy na membrane nitrocelulozows), ktora
niespecyficznie wigze wszystkie biatka. Ostatnim etapem jest detekcja biatek przy udziale
przeciwcial.

Po rozdziale elektroforetycznym w obecnosci SDS (jonowego, natadowanego
ujemnie, detergentu) biatka sa zdenaturowane i wszystkie posiadaja tadunek ujemny
proporcjonalny do ich masy. Transfer odbywa si¢ zatem w kierunku elektrody dodatniej.
Nalezy wiec tak ulozy¢é membrane wzgledem zelu, by znalazta si¢ ona na drodze migracji
biatek z zelu. Po transferze wolne miejsca wigzania biatlek na membranie sg blokowane, aby
zapobiec niespecyficznemu wigzaniu si¢ przeciwcial do membrany. Do blokowania membran
uzywa si¢ odtluszczonego mleka lub albuminy z surowicy bydlece;.

Badane biatka identyfikuje si¢ przy uzyciu wyznakowanych przeciwcial
pierwszorzedowych (swoistych dla badanych bialek), lub niewyznakowanych przeciwcial

pierwszorzedowych 1 wyznakowanych przeciwciat drugorzedowych (specyficznych dla
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pierwszorzedowych). Nastepnie przeprowadza si¢ detekcj¢ przeciwcial zwigzanych
z badanymi biatkami, ktorej sposob zalezy od rodzaju znacznika, jaki dolaczony jest do
przeciwcial. Najczgéciej dotaczanymi do przeciwciat znacznikami sa enzymy: alkaliczna
fosfataza i peroksydaza chrzanowa. Wizualizacja tych znacznikow moze by¢ przeprowadzona
kolorymetrycznie (w miejscu zwigzania przeciwciat do biatka na membranie powstaje barwny
produkt) lub chemiluminescencyjnie (enzym przeprowadza reakcj¢ z wytworzeniem $wiatla,
odczytu ilosci emitowanego $wiatta mozna dokonaé na dwa sposoby, stosujac urzadzenie do
detekcji chemiluminescencji lub za pomoca kliszy fotograficznej).

W trakcie ¢wiczen przeprowadzimy identyfikacje rekombinowanego ludzkiego biatka
P2. W tym celu wykorzystamy niewyznakowane przeciwciala pierwszorz¢dowe rozpoznajace

ludzkie biatko P2 i przeciwciata drugorzedowe sprzezone z alkaliczng fosfataza.

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany
do samodzielnego zapoznania si¢ z karta charakterystyki substancji, lub mieszanin
chemicznych, uzywanych w ponizszym ¢wiczeniu. Karty charakterystyki dostepne
sq pod n/w adresami www:

http://www.poch.com.pl oraz http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

W Kkatalogu nalezy odszuka¢ odpowiednia substancje a nastepnie pobraé
dolaczong do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwrdci¢ na sekcje:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki
1. Zel SDS/PAGE z rozdzielonymi biatkami
Membrana nitrocelulozowa
Bibuta Whatman 3 MM
Bufor Novablot do transferu biatek z zelu na membrang nitrocelulozowa

Czerwien Ponceau

o o~ w N

Przeciwciata pierwszorzedowe (poliklonalna surowica skierowana przeciwko
ludzkiemu biatku P2)

7. Drugorzedowe przeciwciata sprzezone z alkaliczng fosfataza

8. Roztwor blokujacy (10 % roztwor mleka odttuszczonego w PBS)

9. Bufor PBS

10. Bufor PBS-T (PBS z 0,1 % Tween 20)

11. Bufor AP

12. NBT (18 mg NBT rozpusci¢ w 1400 pl DMF i 600 pl wody). Przechowywaé w -20°C.
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13. BCiP (8 mg BCiP rozpusci¢ w 2 ml DMF). Przechowywaé w -20°C.
14. Prostokatne ptytki testowe

15. Probowki Falcona o pojemnosci 15 ml i 50 ml.

16. Pesety

17. Rekawiczki nitrylowe

18. Aparat do pot-suchego transferu biatek

Wykonanie ¢wiczenia

1. Potowe zelu SDS/PAGE z rozdzielonymi biatkami przeptuka¢ buforem Novablot,

[S2 I SN

a nastgpnie przeprowadzi¢ transfer bialek z Zelu na membran¢ nitrocelulozowa
(wczesniej nawilzong buforem Novablot), umieszczong pomigdzy dwiema potrojnymi
warstwami bibuty Whatman 3 MM nawilZzonej buforem Novablot. Cato§¢ umiesci¢
w aparacie do elektrotransferu pomigdzy grafitowymi elektrodami. Transfer biatka

prowadzi¢ w kierunku anody przy nat¢zeniu pradu 280 mA przez 45 min.

. Po zakonczeniu transferu, membrane nitocelulozowg inkubowac¢ z 0,02% roztworem

czerwieni Ponceau (celem wybarwienia markerow biatkowych). Po zaznaczeniu
otéwkiem pozycji markeréw biatkowych, odptuka¢ barwnik za pomoca buforu PBS.
Nastepnie inkubowa¢ membrane w roztworze blokujacym, w temp. 4°C, do kolejnych

¢wiczen.

. Wyla¢ roztwor blokujacy i doda¢ do membrany 10 ml przeciwciat

pierwszorzedowych rozcienczonych 1:1000, w buforze PBS i pozostawi¢ przez

40 min. na kolysce w temp. pokojowe;.

. Odptukaé przeciwciata za pomoca 10 ml roztworu PBST: 4 razy przez 1 min.

. Na ptytk¢ z membrang wla¢c 10 ml przeciwciat drugorzgdowych rozcienczonych

1:10000 w 10 ml PBST i pozostawi¢ na kotysce w temperaturze pokojowej na
40 min. (w czasie inkubacji przygotowaé barwniki do detekc;ji).

Odptukaé przeciwciata za pomocg 10 ml roztworu PBST: 4 razy przez 1 min.
Przeptuka¢ membrang za pomocg 10 ml buforu AP: 2 razy przez 1 min.
Przeprowadzi¢ detekcje biatek na membranie. W tym celu do probéwki Falcona
doda¢ 10,5 ml buforu AP a nastgpnie doda¢ jednoczesnie dwa przygotowane
wczesniej barwniki (NBT 1 BCiP) . Wymiesza¢ zawarto$¢ probowki Falcona 1 wyla¢

catos¢ na ptytke z membrang. Pozostawi¢ na kolysce do pojawienia si¢ prazkow.
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Reakcje barwienia przerwaé poprzez ptukanie membrany woda dejonizowang, po

czym membran¢ wysuszy¢ na powietrzu.

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

APS - nadsiarczan amonowy (ang. Ammonium Persulphate)

B-MET - p-merkaptoetanol (ang. f-Mercaptoethanol)

DMF - dimetyloformamid

DTT - ditiotreitol (ang. Dithiothreitol)

EDTA - kwas etylenodwuaminoczterooctowy (ang. Ethylenediaminetetraacetic Acid)

PAGE - elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (ang. Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)

PMSF - sulfofluorek fenylometanu (ang. Phenylmethylsulphonyl Fluoride)

SDS - 861 sodowa siarczanu dodecylu (ang. Sodium Dodecyl Sulphate)

SDS-PAGE - elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecno$ci SDS (ang. Sodium
Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
TEMED - N,N,N’,N’-czterometyletylenodiamina (ang. N,N,N’,N’-
tetramethylethylenediamine)
Tris - trojhydroksymetyloaminometan; 2-amino-2(hydroksymetylo)-1,3-propanodiol
uv - promieniowanie ultrafioletowe (ang. Ultraviolet )
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WYKAZ WYBRANYCH SUBSTANCJI CHEMICZNYCH STOSOWANYCH
NA CWICZENIACH

Aceton — substancja wytracajaca biatka z roztworu

APS — inicjator polimeryzacji akrylamidu i N,N'-metylenobisakrylamidu
B-MET - substancja redukujaca, m. in. mostki dwusiarczkowe w biatkach
DTT — substancja redukujgca, m. in. mostki dwusiarczkowe w biatkach
EDTA — chelator jonow dwuwartosciowych, substancja hamujaca nukleazy
NaH,PO, — substancja buforujaca, utrzymuje pH roztworu

NaCl — substancja zapewniajaca Site jonowa roztworu

PMSF — nieodwracalny inhibitor proteaz serynowych

SDS — anionowy detergent, uptynniajacy wszystkie btony komérkowe i denaturujacy biatka,

nadajacy biatkom ujemny tadunek wypadkowy
TEMED - Katalizator polimeryzacji akrylamidu i N,N'-metylenobisakrylamidu
Tris — (w formie Tris-HCI, Tris-octan, Tris-glicyna) — substancja buforujaca, utrzymuje pH

roztworu w zakresie 7-9
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