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1. FRAKCJONOWANIE KOMOREK

Frakcjonowanie komoérek to metoda rozdzielania struktur subkomoérkowych
polegajaca na wstepnej dezintegracji oraz poddaniu homogenatu wirowaniu réznicowemu
(kilkukrotnemu wirowaniu ze stopniowo wzrastajgcg sitg odsrodkowsg) albo wirowaniu
w gradiencie sacharozy czy chlorku cezu (poszczegdlne struktury subkomdrkowe osadzajg si¢
w roztworze o roznej gestosci). Frakcjonowanie komorek stanowi wazng metode w dziedzinie
proteomiki, gdyz ulatwia badanie lokalizacji bialek i pozwala na wzbogacenie uzyskanego

preparatu w biatka wystepujace w komorce w niskim stezeniu.

1.1 Oznaczanie ilosciowe bialka

Znanych jest wiele metod oznaczania st¢zenia biatka w probee, z ktérych wigkszo$¢
opiera si¢ na spektrofotometrii. Ich znajomo$¢ pozwala na wybranie odpowiedniej metody,

pozwalajacej na wyeliminowanie czynnikow zaktocajacych pomiar.
METODY SPEKTROFOTOMETRYCZNE

Biatka charakteryzuja si¢ zdolnoscig absorpcji promieniowania ultrafioletowego,
ktorej maksimum przypada na fale o dtugosci 280nm oraz 235nm. Wigze si¢ to z obecnos$cia
aminokwasOw aromatycznych (tyrozyna, tryptofan) oraz wigzan peptydowych w tancuchu
polipeptydowym. Na warto$¢ absorpcji moga wplywaé zanieczyszczenia kwasami
nukleinowymi, dla ktérych maksimum absorpcji promieni UV przypada na fale o dtugosci

260nm.
Metoda Beavena i Holidaya

Zasada metody polega na spektrofotometrycznym pomiarze absorpcji promieni UV o
dhugosci 280 nm oraz 260 nm, przez jednocentymetrowg warstwe badanego roztworu bialka.
Uzyskane wartosci podstawia si¢ do wzoru i oblicza stezenie biatka w mg/ml:

Chiatkameg/mi) = 1,55 Azgo - 0,76 Agzeo
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Metoda ta obarczona jest pewnym bledem, wynikajacym z rdznej zawarto$ci
aminokwasdéw aromatycznych w réznych biatkach oraz zanieczyszczen kwasami

nukleinowymi.

Metoda Whitakera i Granuma

Jest to metoda spektrofotometrycznego oznaczenia stezenia biatka, w ktorej wykonuje
si¢ pomiar absorpcji promieni UV o dtugosci fali 280 nm oraz 235 nm. Otrzymane wartoSci

absorpcji podstawia si¢ do wzoru i oblicza stezenie biatka w mg/ml.

_ AsssAoso
2,51

W oznaczeniach stezenia bialka ta metoda nie przeszkadza obecno$¢ kwasow

C biatka(mg/ml)

nukleinowych, dla ktorych warto$¢ absorpcji fal swietlnych o dtugosci 235 nm i 280 nm jest

taka sama.

Materialy i odczynniki
1. Roztwory badanych biatek

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

Wykonanie ¢wiczenia

Przeprowadzi¢ spektrofotometryczny pomiar absorpcji promieni UV przez badany
roztwor bialka przy trzech dtugosciach fal 235 nm, 260 nm oraz 280 nm. Pomiar wykona¢
wzgledem proby kontrolnej (bufor lub H2O dest. bez biatka). Jesli zaistnieje koniecznos¢,
(tzn. wielko$¢ absorpcji przekracza 1), nalezy probke biatka rozcienczy¢, a nastepnie
uwzgledni¢ to przy obliczaniu jego stg¢zenia. Znajac warto$¢ absorpcji (A) obliczy¢ stezenie

biatka wedtug podanych wyzej wzorow.

METODA KOLORYMETRYCZNA

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 blekitem Coomassie (Coomassie Brilliant Blue). Biekit Coomassie
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w srodowisku kwasnym posiada zabarwienie brunatne, ktére zmienia si¢ na btekitne w reakcji
z biatkiem. Natgzenie barwy jest proporcjonalne do stgzenia biatka. Absorpcje powstatego

kompleksu barwnego odczytuje si¢ w zakresie $wiatta widzialnego przy dlugosci 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 substancje a nastepnie pobraé
dolaczong do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwrdci¢ na sekcje:
wldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki

1. Odczynnik Bradford (preparat handlowy)

2. Roztwor wzorcowy albuminy wotowej o stezeniu 100ug/ml
3. Roztwor badanego biatka

4. Jatowe proboéwki Eppendorfa o pojemnosci 1,5 i 2 ml oraz koncowki do pipet

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

nastepujace ilosci roztworu biatka wzorcowego 1 wody destylowane;:

Nr probowki 1 2 3 4 5 6 7 8
Wzorzec albuminowy (ul) 20 |40 |80 |[100|120|160|200 |O
Woda (ul) 780 | 760 | 720 | 700 | 680 | 640 | 600 | 800
Ilos¢ 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 uplywie 5 min, zmierzy¢ absorpcje w kolorymetrze przy dtugosci fali 595nm.

Pomiaréw dokonywa¢ wzgledem proby kontrolnej (nr 8). Wykresli¢ krzywa wzorcowa
odktadajac na osi odcigtych (X) stezenia biatka, a na osi rzednych (Y) wartosci absorpcji.



http://www.poch.com.pl/
http://www.sigmaaldrich.com/poland.html
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b) wykonanie pomiaru w badanej probce biatka.

Do dwoch probowek odmierzy¢ 2 — 20 ul badanego roztworu biatka (zgodnie z zaleceniami
prowadzacego ¢wiczenia) 1 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 dlugosci fali 595 nm.

Stezenie biatka odczyta¢ z przygotowanej krzywej wzorcowe;.

1.2 Dezintegracja komorek

W celu wyizolowania pozadanych czasteczek (biatka, kwasy nukleinowe)
znajdujacych si¢ wewnatrz komoérek przeprowadza si¢ proces dezintegracji, polegajacy na
uwolnieniu danej makromolekuty z komoérek poprzez rozbicie barier zewngtrznych takich jak
Sciana komorkowa czy btona komorkowa. Wybdr metody dezintegracji komoérek zalezy
gldwnie od rodzaju materialu biologicznego, ktory poddany bedzie dezintegracji (komorki
ssacze, roslinne, drozdzowe, bakteryjne, tkanka, organ), co wynika z obecnosci lub braku
sciany komorkowej (komoérki bakteryjne 1 komorki ssacze) badz tez réznic w jej budowie
(komorki roslinne 1 komorki drozdzowe). Niezaleznie od metody dezintegracji uwolnienie
interesujacych nas czasteczek powinno przebiegaé z wysoka wydajnosciag przy jednoczesnym
zachowaniu ich wiasciwosci 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, sonikacje, 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
homogenizatora (Dounce'a, Potter- | i komorki zwierzece
Elvehjema)
Sonikacja Dezintegracja mechaniczna za pomoca fal | Komorki bakteryjne,
dzwigkowych  wysokiej czestotliwosci zwierzece
(ultradzwigki)
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Wytrzasanie Dezintegracja mechaniczna za pomoca kulek | Komorki drozdzowe
z kulkami szklanymi | szklanych ~ wytrzasanych w  zawiesinie

komorek
Szok osmotyczny Dezintegracja mechaniczna poprzez | Komoérki pozbawione

zawieszenie komorek W roztworze

hipotonicznym

$ciany komoérkowej

Trawienie

enzymatyczne

Degradacja $ciany komorkowej poprzez

dzialanie enzymoéw: lizozym (bakterie),

glukanaza (drozdze)

Komoérki  bateryjne

1 drozdzowe

Liza alkaliczna

Chemiczna dezintegracja $cian 1 blon

komoérkowych na skutek dziatania roztworu

NaOH-SDS

Komorki bakteryjne

Liza detergentami

Chemiczna dezintegracja bton komérkowych

na skutek dziatania detergentoéw (Triton

X-100, NP-40)

Komorki ssacze

Zamrazanie- Dezintegracja mechaniczna $cian 1 blon | Komorki bakteryjne
rozmrazanie komoérkowych na skutek powstajacych

wewnatrz komorki krysztalow lodu
Rozcieranie Mechaniczna dezintegracja $cian i bton | Komorki bakteryjne,

komorkowych na skutek ucierania komorek z

substancjami $ciernymi (piasek)

drozdzowe, tkanki

roslinne

Celem c¢wiczenia jest praktyczne zapoznanie si¢ z trzema rdéznymi metodami

dezintegracji komorek.

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”.
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Materialy i odczynniki

1.

8.
9.

Hodowla komorek bakteryjnych (osad komoérek w objetosci 0,5 ml w probdwcee typu
Falcon o poj. 15 ml)
Hodowla komorek drozdzowych (osad komoérek w objetosci 0,5 ml w probowce typu
Falcon o poj. 15 ml)
Hodowla komoérkowa fibroblastow mysich NIH 3T3 lub komoérek HelLa o gestosci
komorek ok. 90% (jedna ptytka Petriego)
Sonikator
Bufor PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO,4, 2 mM KH,PO,, pH 7,5)
Bufor do lizy kom. ssaczych (200 mM Tris-HCI, pH 7,5, 100 mM NaCl,
250 mM sacharoza, 1 mM EDTA, 0,5% Triton X-100)

Bufor do lizy komorek drozdzowych (50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 80 mM KCI

12,5 mM MgCl, 0,5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 6 mM B- MET)
Zdrapywacz do komoérek

Homogenizator szklano-teflonowy o pojemnosci 2 ml

10. 100 mM PMSF
11.0,5 M EDTA
12. Bufor probkowy SDS/PAGE (4x stezony) : 1,25 M roztwor Tris-HCI pH 6,8 - 0,5ml

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

1% roztwor bigkitu bromofenolowego 200 pl

13. Jatowe probéwki Eppendorfa o pojemnosci 1,5 i 2 ml oraz koncowki do pipet

Wykonanie éwiczenia

Uwaga! Ponizsze czynnoS$ci nalezy wykonywa¢ w temp. + 4° C

1.

Dezintegracja komorek bakteryjnych ultradzwiekami (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).
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. Uzyskang zawiesing komoérek umiesci¢ w lodzie i dezintegrowa¢ 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, z uzyskanego dezintegratu komorek, przenies¢ po 1,5 ml do dwoch
nowych probowek typu Eppendorf 0 poj. 1,5 ml i podda¢ wirowaniu przy 10000 rpm
przez 10 min. w 4°C w celu osadzenia niezdezintegrowanych komorek oraz duzych
fragmentow btoniastych.

. Uzyskany supernatant przenie$¢ do nowej probowki typu Eppendorf o poj. 1,5 ml
1 oznaczy¢ w nim st¢zenie biatka metodg Bradford.

. Przygotowa¢ dwie probki zawierajace po 20 pg biatka w koncowej obj. 30 ul, dodaé
po 10 ul buforu probkowego (4x stezonego) i wymieszac. Nastepnie, probki ogrzewaé
przez 3 min. w temp. 90°C, po czym zamrozié¢ w -20° C do kolejnych ¢wiczen.

. W przypadku, gdy stezenie bialka w preparacie jest zbyt niskie aby przygotowac
probki zawierajgce 20 pg biatka w koncowej obj. 30 pl, nalezy biatka wytraci¢
z roztworu przez dodanie 3 objetosci ozigbionego acetonu. Cato$¢ pozostawi¢ do

kolejnych éwiczen (minimum na 24 godziny) w temp. -20°C.

Dezintegracja komorek drozdzowych kulkami szklanymi

. Osad komorek drozdzowych zawiesi¢ w 0,5 ml buforu do lizy i przenies¢ do proboéwki
typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml.

. Do probowki doda¢ 0,5 ml szklanych kulek.

. Zawiesing komorek ze szklanymi kulkami wytrzasa¢ przez worteksowanie w cyklach
po 45s wytrzasania 1 60s przerwy na chlodzenie w lodzie (min. 8 cykli) po czym
podda¢ wirowaniu przy 5000 rpm przez 5 min. w 4°C w celu osadzenia nierozbitych
komorek.

Uzyskany ekstrakt przenies¢ do nowej probowki typu Eppendorf o poj. 1,5 ml.
I odwirowac przy 12000 rpm przez 10 min w 4°C.

Uzyskany supernatant przenie$¢ do nowej proboéwki typu Eppendorf o poj. 1,5 ml
1 oznaczy¢ w nim stezenie biatka metoda Bradford.

. Przygotowa¢ dwie probki zawierajace po 20 pg biatka w koncowej obj. 30 ul, doda¢
po 10 ul buforu probkowego (4x stezonego) i wymieszac. Nastepnie, probki ogrzewac

przez 3 min. w temp. 90°C, po czym zamrozié¢ w -20° C do kolejnych ¢wiczen.
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W przypadku, gdy stezenie bialka w preparacie jest zbyt niskie aby przygotowac
probki zawierajagce 20 pg biatka w koncowej obj. 30 pl, nalezy biatka wytraci¢
z roztworu przez dodanie 3 objgtosci ozigbionego acetonu. Calo$¢ pozostawi¢ do

kolejnych ¢wiczen (minimum na 24 godziny) w temp. -20°C.

Homogenizacja komorek ssaczych

Ptytke Petriego z komorkami ssaczymi o gestosci ok. 90% przenie$¢ na 16d i $ciggnaé
pipeta ptyn hodowlany.

Przeptuka¢ komorki na ptytce za pomoca 5 ml ozigbionego buforu PBS.

Po $ciagnigciu pipeta buforu PBS zeskrobaé¢ komorki z ptytki za pomoca specjalnego
zdrapywacza do komorek. Zawiesing komorek sptukaé z ptytki 0,8 ml ozigbionego
PBS i przenies¢ do probowki Eppendorfa o poj. 2 ml.

Powtornie poptukaé plytke Petriego 0,8 ml ozigbionego PBS i potaczy¢ zawiesing
z zawiesing otrzymang w punkcie 3.

Zawiesing komorek odwirowaé przy predkosci 1500 rpm przez 5 min w 4°C.
Supernatant odrzuci¢, a osad zawiesi¢ w 1 ml buforu do lizy komorek ssaczych
1 inkubowa¢ 20 min. w lodzie.

Przenies¢  zawiesing  komoérek do  homogenizatora  szklano-teflonowego
I dezintegrowa¢ wykonujac 40 ruchoéw teflonowym tloczkiem (stopien dezintegracji
mozna zweryfikowa¢ przy uzyciu mikroskopu $wietlnego).

Uzyskany homogenat komorek przenies¢ do probowki Eppendorfa o poj. 1,5 ml
i odwirowa¢ przy predkosci 1500 rpm przez 10 min w 4°C w celu osadzenia
niezdezintegrowanych komorek oraz jagder komdrkowych.

Uzyskany supernatant przenie$¢ do nowej proboéwki typu Eppendorf o poj. 1,5 ml
1 podda¢ wirowaniu przy 10000 rpm przez 10 min. w 4°C

Uzyskany supernatant przenies¢ do nowej probowki typu Eppendorf o poj. 1,5 ml
1 oznaczy¢ w nim stezenie biatka metoda Bradford.

Przygotowac dwie probki zawierajace po 20 pg biatka w koncowej obj. 30 pl, dodaé
po 10 ul buforu probkowego (4x stezonego) i wymiesza¢. Nastepnie, probki ogrzewac
przez 3 min. w temp. 90°C, po czym zamrozié¢ w -20° C do kolejnych ¢wiczen.
W przypadku, gdy stezenie bialtka w preparacie jest zbyt niskie aby przygotowac
probki zawierajagce 20 pg biatka w koncowej obj. 30 pl, nalezy biatka wytracic¢
z roztworu przez dodanie 3 objgtosci ozigbionego acetonu. Catos¢ pozostawié¢ do

kolejnych éwiczen (minimum na 24 godziny) w temp. -20°C.
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1.3 Wirowanie roznicowe i w gradiencie gestosci

W  wyniku dezintegracji komorek biatka, kwasy nukleinowe, lipidy, ulegaja
uwolnieniu z wnetrza komorki 1 przechodza do roztworu. Aby odseparowac interesujgce nas
czasteczki od pozostatych sktadnikéw komoérki wykorzystuje si¢ zjawisko sedymentacji
czastek o wigkszej gestoSci w roztworze o mniejszej gestosci pod wplywem dziatania
sity odsrodkowej. W tej samej zawiesinie wigksze czgstki osiadajg szybciej od mniejszych
czastek tej samej wielko$ci. Uzyskany po dezintegracji homogenat poddawany jest wirowaniu
réznicowemu (wirowaniu ze wzrastajacg szybko$cig), w ktorym zawiesing poddaje sie¢
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 dluzej przy
wiekszych obrotach, aby oddzieli¢ czastki mniejsze. W ten sposdb niejednorodng zawiesing
mozna podzieli¢ na kilka frakcji bardziej jednorodnych. W wyniku powtarzajacych si¢ cykli
wirowania z ekstraktu komorkowego sekwencyjnie uzyskuje si¢ frakcje jadrowa (1000xg
przez 10 min), mitochondrialng (30000xg przez 20 min), cytoplazmatycznag (100000xg przez
1h) i rybosomalng (100000xg przez 1h).

Rys. 1 Schemat wirowania r6znicowego

Lepsza precyzje frakcjonowania uzyskuje si¢ stosujac wirowanie w gradiencie ggstosci.
W tym celu do probowek wirowkowych wprowadza si¢ od dna ku goérze tzw. roztwor
rozdzielajacy (np. sacharoza) o malejgcym 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.
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1.4 Wysalanie bialek

Dzigki obecnosci grup polarnych w biatkach, nastepuje wigzanie czasteczek wody,
ktore wytwarzajg tzw. plaszcz hydratacyjny. Dodanie niektérych soli (np. siarczanu amonu
badz siarczanu magnezu) do roztworu biatka, powoduje jego odwodnienie, co prowadzi do
wytracenia bialka z roztworu. Proces ten nosi nazwe wysalania. Wysolone biatko mozna
ponownie rozpusci¢ w wodzie lub w odpowiednim buforze bez straty jego wlasciwosci
biologicznych. Dzigki temu wysalanie bialek stosuje si¢ czg¢sto w praktyce jako jeden
z etapoéw ich lagodnego wydzielania z roztworu. Aby uzyska¢ okreslony stopien nasycenia
siarczanem amonu, nalezy dokladnie zna¢ objeto$¢ badanego roztworu i na podstawie
zalgczonej tabeli odwazy¢ potrzebng ilos¢ gramow soli. Podczas procedury wysalania biatek
wazna jest znajomo$¢ temperatury roztworu. Wytrgcone bialka obserwuje si¢ jako
bezpostaciowe lub klaczkowate osady zawierajace pewng ilo$¢ soli, ktora wptywa ujemnie na

pomiar stezenia biatka. Usunigcie soli z roztworu biatka mozliwe jest poprzez dializg.

Woysalanie globulin i albumin z surowicy

Rozpuszczalnos¢ globulin 1 albumin w wodnych roztworach soli nieorganicznych nie
jest jednakowa. Wykorzystujac t¢ wiasciwos¢ bialek, mozna je wybidrczo wydzielié
z roztworu poprzez wysalanie okreslonym stgzeniem siarczanu amonu. Globuliny traca
ptaszcz hydratacyjny juz przy okoto 50 % nasyceniu roztworu tg solg. Albuminy z powodu
wiekszego powinowactwa do wody ulegaja wysoleniu dopiero przy okoto 100% nasyceniu

siarczanem amonu.

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

Materialy i odczynniki
1. roztwor surowicy bydlgcej 10-krotnie rozcienczony w 0,9 % roztworze NaCl
2. NH4(S04); cz.d.a. w postaci statej
3. 0,1 M roztwor Tris
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ptyn fizjologiczny (0,9% roztwor NaCl)
uniwersalne papierki wskaznikowe
zlewka o0 poj. 100 ml

mieszadlo magnetyczne

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

Wykonanie éwiczenia

1.

Do 10 ml, 10-krotnie rozcienczonej surowicy w zlewce o poj. 100 ml, umieszczonej
w lodzie na mieszadle magnetycznym, dodawa¢ malymi porcjami siarczan amonu
w ilosci odpowiadajacej 50% nasyceniu soli w roztworze. Przez caly czas wysalania
nalezy utrzymywaé pH roztworu w granicach 7,0, przez dodawanie 0,1M Trisu, gdyz
siarczan amonu zakwaszajac Srodowisko, moze doprowadzi¢ do denaturacji biatka.

Po zakonczonym dodawaniu siarczanu amonu (ok. 5 min.), zawiesing pozostawi¢
w lodzie na okres 30 min. przy staltym mieszaniu.

Wiytracony osad globulin (moze wystapi¢ tylko zmetnienie roztworu) odwirowaé przy
10.000 rpm przez 10 minut w 4°C.

Zla¢ ostroznie ptyn znad osadu (supernatant) do przygotowanej wczesniej zlewki
0 poj. 100 ml. Uwzgledniajac, Ze nasycenie siarczanu amonu w roztworze Ssurowicy
wynosi juz 50%, przygotowaé kolejng jego odwazke, ktéra po dodaniu do
odwirowanego supernatantu stanowi¢ bedzie 100% nasycenia siarczanem amonu.

Po zakonczonym dodawaniu siarczanu amonu (ok. 5. min.), zawiesing pozostawic
w lodzie na okres 30 min. przy stalym mieszaniu. W tych warunkach wytracaja si¢
albuminy, ktore nalezy odwirowac jak wyze;.

Oba odwirowane osady (globulin i albumin) rozpusci¢ oddzielnie w jednakowej iloéci
ptynu fizjologicznego. Nastgpnie, roztwory bialek dializowaé wobec plynu
fizjologicznego celem usunigcia siarczanu amonu lub przeprowadzi¢ odsalanie biatek

metodg sgczenia molekularnego na kolumnie z Sephadexem G-25.
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Koncowe nasycenie siarczanem amonu w %

10 (20| 25130 | 33354045 |50 (55|60 )|65(|70 (75|80 ] 90 | 100
Nasycenie
poczatkowe
% [lo$¢ gramow siarczanu amonu, ktérg nalezy doda¢ do 1 dm® roztworu

O | 56 (114|144 1176|196 | 209|243 | 727|313 |351|390 (430|472 |516 (561|662 | 767
10 57 | 86 | 118 [ 137 | 150 | 183 | 216 | 251 | 288 | 326 | 365 | 406 | 449 | 494 | 592 | 694
20 29 | 59 | 78 | 91 | 123|155 189 | 225 | 262 | 300 | 340 | 382 | 424 | 520 | 619
25 30 | 49 | 61 | 93 | 125|158 | 193|230 | 267 | 307 | 348 [ 390 | 485 | 583
30 19 | 30 | 62 | 94 | 127 | 162 | 198 | 235 | 273 | 314 | 356 | 449 | 546
33 12 | 43 | 74 | 107 | 142 | 177 | 214 | 252 | 292 | 333 | 426 | 522
35 31 |1 63 | 94 |129|164|200 (238|278 | 319|411 | 506
40 31 | 63 | 97 | 132 | 168 | 205 | 245 | 285 | 375 | 469
45 32 | 65| 99 |134| 171|210 250|339 431
50 33 | 66 | 101]137 176|214 ]302| 392
55 33 | 67 [103]141 179|264 | 353
60 34 | 69 [105| 143227 | 314
65 34 | 70 [ 107 ]190| 275
70 35 | 72 | 153 237
75 36 | 115 | 198
80 77 | 157
90 79

Uwaga ! Przystepujac do wysalania bialek w temperaturze 4°C nalezy pomnozy¢

wyliczong z Tabeli ilo§¢ graméw siarczanu amonu przez wspoélczynnik 0,92, ktory

uwzglednia zmniejszong rozpuszczalnos¢ tego zwigzku w nizszej temperaturze.

Przyklad : Jezeli procedure wysalania biatka (0% - 50% nasycenia) prowadzimy w temp. 4°C,

wowczas na 1 dm® roztworu biatka nalezy przygotowa¢ odwazke 288g (313 g x 0,92)

siarczanu amonu. By zwigkszy¢ nasycenie siarczanem amonu od 50% do 100%, nalezy

odwazy¢ dodatkowo 360g (392 g x 0,92) soli.
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1.5 Dializa bialek

Metoda dializy pozwala m.in. na wusunigcie soli 1 innych zwigzkéw

niskoczgsteczkowych z roztworu biatka oraz zmiang buforu w ktérym biatko jest zawieszone.

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 substancj¢ a nastepnie pobrad
dolaczona do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwroci¢ na sekcje:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki
1. 2% roztwor weglanu sodu
0,5 M roztwér EDTA, pH 8,0
Rozwor badanego biatka
Roztwor dializacyjny (zgodnie z zaleceniami prowadzacego)

Celulozowe ,,weze” do dializy

o o~ w N

Zaciski do ,,wezy” dializacyjnych

Wykonanie éwiczenia
1. Ucia¢ potrzebng dtugos¢ ,,weza” dializacyjnego 1 gotowa¢ przez 10 minut w 200 ml
2% roztworu weglanu sodu z dodatkiem 1 mM EDTA w celu usunigcia metali
ciezkich 1 siarczkow. Dhugos¢ ,,weza” obliczy¢ nastgpujaco:

2 (w mm?)]

- dlugos$¢ dializowana (mm) = [poj.(w ul) x 3,2] / [szer. ,,w¢za
- doda¢ 10 % dtugosci dializowane;j
- doda¢ 4 cm na zaciski

2. Po oziebieniu, doktadnie przeptukac ,,we¢ze” woda destylowang (tak przygotowane
,»weze” mozna przechowywa¢ w wodzie z dodatkiem substancji konserwujacych, np.
NaN; w 4°C).

3. Jeden koniec przygotowanego ,,weza” zamkna¢ zaciskiem tak, aby wystawal on co

najmniej na 1 cm. Otrzymany woreczek wypeni¢ woda destylowang w celu

sprawdzenia jego szczelnosci.
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Po wylaniu wody, napeini¢ woreczek roztworem biatka przygotowanym do dializy.
Z niewypelnionej cze$ci woreczka usungé powietrze Sciskajac delikatnie woreczek
nad ptynem.

Zamknag¢ zaciskiem drugi koniec ,weza” 1 umiesci¢ woreczek w roztworze
dializacyjnym. Dialize nalezy prowadzi¢, przy statym mieszaniu, w temperaturze 4°C.
Roztwor dializacyjny powinien by¢ zmieniany co najmniej 3 razy w trakcie trwania
dializy. Zaleca si¢ wymian¢ po uplywie 2-4 godzin, 6-8 godzin i 10-14 godzin.
Calkowita objetos¢ roztworu powinna by¢ ok. 100 razy wigksza niz objetos¢ probki
biatkowe;.

Po zakonczeniu dializy, zdja¢ jeden zacisk, otworzy¢ woreczek i usungé roztwor

za pomoca pipety.
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2. CHROMATOGRAFIA BIALEK

Przygotowanie materialu biatkowego jest skomplikowanym procesem, w ktorym
wykorzystuje si¢ zarowno fizyczne jak i chemiczne wilasciwosci danej czasteczki. Biatka
oczyszcza si¢ glownie W oparciu o takie ich cechy jak: wielko$¢, rozpuszczalno$é, tadunek
i specyficzne powinowactwo wigzania. Czgsteczki biatkowe najczeSciej rozdziela sig
wykorzystujac chromatografi¢ cieczowa, gdzie wyrdznia si¢ kilka typow: chromatografia

saczenia molekularnego, jonowymienng, oddzialywan hydrofobowych czy powinowactwa.

2.1 Chromatografia jonowymienna

Chromatografia jonowymienna jest obecnie jedng z najczesciej stosowanych metod
separacji  bialek. Metoda ta  wykorzystuje  wlasciwosci  elektryczne  biatek
I polega na odwracalnej adsorpcji obdarzonych tadunkiem elektrycznym czasteczek na tzw.
zlozu jonowymiennym (jonowymieniaczu). Jest to najczeSciej ztoze chromatograficzne
z unieruchomionymi na powierzchni polarnymi czasteczkami posiadajacymi tadunek
elektryczny okreslonego znaku. Najczesciej spotykane grupy funkcyjne jonowymieniaczy to
anionowymieniacze takie jak: dietyloaminoetyl (DEAE) , trimetyloaminoetyl (TMAE) czy
czwartorzgdowe aminy (Q) oraz kationowymieniacze takie jak: karboxymetyl (CM),
ortofosforan (P) czy metylosulfonian (S). Podstawa chromatografii jonowymiennej jest
wspotzawodnictwo jondw 1 polarnych czasteczek o mozliwos¢ oddziatywania
z obdarzonymi  przeciwnym  tadunkiem elektrycznym  grupami  funkcyjnymi
jonowymieniacza. Przy niewielkim st¢zeniu konkurujgcych jonow dochodzi do adsorpcji
czasteczek na jonowymieniaczu. Selektywnej desorpcji (elucji) dokona¢ mozna zwigkszajac
lo$¢/stezenie konkurujacych jondéw lub zmiang wartosci pH, co skutkuje zmiang tadunku

elektrycznego makromolekut biatkowych 1 w rezultacie ich oddysocjowaniem.

2.2 Chromatografia oddzialywan hydrofobowych

Duza cze$¢ czasteczek biatkowych posiada skomplikowang strukture przestrzenna,
w ktorej wyrozni¢ mozna obszary eksponowane na zewnatrz (tzw. hydrofilowe) oraz obszary
ukryte we wnetrzu czasteczki (tzw. hydrofobowe), eksponowane na zewnatrz jedynie przy
zmianie S$rodowiska na niepolarne. Odmienne wlasciwosci hydrofobowe czasteczek
biatkowych stanowig istot¢ rozdziatu metodg chromatografii hydrofobowej. Chromatografia
ta polega na adsorpcji molekut biatkowych na specjalnym ztozu z silnie hydrofobowymi

grupami wyeksponowanych ligandow, trwale umocowanych do nosnika. Krytyczny wptyw na
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parametry rozdzielczosci 1 selektywnosci tej metody majg m.in. stezenie soli i ich rodzaj, typ
liganda oraz jego gestos¢ na powierzchni no$nika, temperatura, sktad rozpuszczalnikéw oraz
stezenie jonow wodorowych jak rowniez typ no$nika. Zaleta tej techniki jest mozliwosé

wielokrotnego zatezenia wyjsciowego materiatu i bardzo wysoka rozdzielczos¢.

2.3 Saczenie molekularne

Filtracja Zelowa (inaczej saczenie molekularne) polega na wykorzystaniu roznic
w ksztalcie 1 masie rozdzielanych czasteczek. Polega na wykorzystaniu porowatej struktury
ziaren zelu (nosnika) oraz zjawiska dyfuzji, ktéremu podlegaja zaréwno rozdzielane
czasteczki jaki 1 stosowany rozpuszczalnik. Krytycznym parametrem w tej technice jest
objetos¢ nanoszonej na kolumne probki i nie powinna ona przekraczaé 3-5% objgtosci
catkowitej kolumny. Material biatkowy po naniesieniu na kolumne¢ wnika w porowats
strukture zelu. Mate czasteczki z tatwoscig penetruja ziarna Zelu, czgsteczki o rozmiarach
porownywalnych do poréow lub wigksze przeplywaja przez kolumne wraz
z rozpuszczalnikiem, nie wnikajac w pory zelu. Im mniejsze czasteczki tym glebiej 1 dtuzej
beda penetrowaé pory zelu, a ich predkos¢ przeptywu bedzie mniejsza od predkosci
przeptywu rozpuszczalnika. Czasteczki duze, nie majace zdolnosci do penetrowania struktury
wewnetrznej zelu przemieszczaja si¢ znacznie szybciej niz czasteczki mate, z predkoscia
porownywalng do rozpuszczalnika. Kolumn¢ opuszczaja wigc najpierw czasteczki
o najwickszej masie i najwickszym ksztalcie a nastgpnie wymywane sg czasteczki mniejsze —
proporcjonalnie do ich rozmiaréw. Gtéwnymi zaletami tej metody s3: tatwos¢ zastosowania,
mozliwo$¢ separacji wszystkich rodzajow czasteczek oraz prowadzenie zaréwno rozdziatu jak
i elucji w tym samym rozpuszczalniku. Stosowane w tej technice zloza rdznig si¢ nie tylko
rodzajem uzytego materialu, ale rowniez rozmiarami ziaren Zelu oraz jego porowatoscia.
Parametry te odpowiadaja za zakres mas czasteczkowych, ktoére mozna rozdziela¢. Wsrod
najczesciej stosowanych znajdujg sie: Sephadex (usieciowany dextran z dodatkiem
epichlorohydryny), Sepharose (sieciowana agaroza) czy Sephacryl (dextran-bisakrylamid).
Ponizej opisany jest przykltad zastosowania metody saczenia molekularnego do pozbywania

si¢ soli z roztworu bialka.
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Odsalanie bialka metoda saczenia molekularnego na kolumnie

z Sephadexem G-25

Sephadex, czyli chemicznie zmodyfikowany dekstran, jest zwigzkiem hydrofilnym,
ktory peczniejac w wodzie lub buforze tworzy zel. Substancje poddawane saczeniu
molekularnemu, w zaleznosci od masy czasteczkowe] roznig si¢ zdolnoscig penetracji
speczniatego zelu. Czasteczki duze (np. biatka) nie wnikajg do wnetrza mikrogranulek zelu
lub wnikaja w stopniu nieznacznym. Zwiazki niskoczasteczkowe (np. siarczan amonu)
penetruja granulki zelu, stad ich czas migracji przez Sephadex jest wydluzony w stosunku do

czasu migracji biatek pomiedzy granulkami.

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowigzany
do samodzielnego zapoznania si¢ z kartg 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 zwroci¢ na sekcje:
»ldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki
1. Sephadex G-25 (coarse)
10% roztwor kwasu trichlorooctowego (TCA)
2% roztwor AgNO3
roztwor albuminy bg z globuliny w 0,9 % roztworze NaCl

zestaw do chromatografii kolumnowej

o o~ w N

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

Wykonanie ¢wiczenia

Kolumn¢ chromatograficzng zamocowa¢ na statywie. Na dolny wylot kolumny
natozy¢ wezyk polietylenowy. Wylot wezyka zacisng¢. Na dnie kolumny umiesci¢ zwitek
waty szklanej przy pomocy bagietki. Do tak przygotowanej kolumny wlaé¢ ostroznie po
Sciankach odpowiednig ilo$¢ speczniatego w wodzie destylowanej zelu Sephadex G-25.
Otworzy¢ wypltyw kolumny. Po uformowaniu si¢ stupa zelowego przemy¢ kolumng H,0 dest.

Zamkna¢ wylot kolumny pozostawiajagc lcm warstwe ptynu nad zelem. Przy zamknietym
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wyptywie kolumny, nanie$¢ na gorng powierzchni¢ zelu 0,5 ml roztworu albuminy lub
globuliny w 0,9% NaCl. Ostroznie otworzy¢ wyptyw z kolumny. Po wsigknigciu materiatu
w kolumne zawierajaca zel, podlaczy¢ butle z dolnym odptywem zawierajaca H,0
destylowang lub bufor. Zbiera¢ frakcje o objetosci 2ml. Szybkos¢ wyptywu frakcji mozna
regulowa¢ zaciskiem kolumny Ilub umieszczeniem zbiornika z H0 na odpowiedniej
wysokosci. Doswiadczenie zakonczy¢é po sprawdzeniu obecno$ci biatka we frakcjach.
Wykonuje si¢ to przez dodanie 10% roztworu TCA w ilosci 100ul do 200ul porcji
pobieranych z kazdej frakcji (wytraca si¢ bialy osad biatka). Jony chlorkowe pochodzace
z 0,9% roztworu NaCl (wyplywaja z kolumny pdzZniej) wykrywa si¢ 2% roztworem AgNOs,
ktory daje bialy osad w reakcji z NaCl.

Po zakonczeniu ¢wiczenia, kolumng z Sephadexem nalezy zregenerowac przez

przemycie jej trzykrotng objetoscia wody destylowane;.

2.4 Chromatografia powinowactwa

Chromatografia powinowactwa jest szczegdlnym typem chromatografii adsorpcyjnej
wykorzystujacym wzajemne powinowactwo dwoch substancji. Ze wzgledu na wysoka
unikalnos$¢ tych reakcji metoda ta pozwala znacznie uproscic¢ proces oczyszczania biatka przy
jednoczesnym zachowaniu jego biologicznej aktywno$ci. Wyrdznia si¢ kilka typow interakcji
substancji rozpuszczonej bedacej 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 dwoch etapach. W pierwszym, nanosi si¢ rozdzielany materiat na
kolumng¢ wypetiong zlozem. Przemieszczajace si¢ wzdtuz kolumny czasteczki wigzg si¢ a po
odptukaniu nieswoiscie zaadsorbowanych czasteczek rozpoczyna si¢ drugi etap, w ktorym
nastepuje  dysocjacja powstatych kompleksow ligand-oczyszczane biatko i elucja
oczyszczanego biatka. Dysocjacji mozna dokona¢ na kilka sposobow. Pierwszym z nich jest
zastosowanie  specyficznego  eluenta,  zawierajacego  czynnik  kompetencyjny,
wspotzawodniczacy o to samo miejsce wigzania co oczyszczana czgsteczka. 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 Zelowej. Ponizej opisany jest przyklad zastosowania
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techniki chromatografii powinowactwa do oczyszczania rekombinowanego ludzkiego biatka

P2 z dotaczong etykieta histydynowa.

Oczyszczanie ludzkiego bialtka P2 na drodze chromatografii powinowactwa

Rybosomalne biatko P2 Homo sapiens poddane heterologicznej ekspresji
w komorkach Echerichia coli eksprymowane byto w postaci biatka fuzyjnego z dotgczong
etykietg histydynowg (6xHis-tag), umozliwiajacg jego pdzniejsze oczyszczanie na drodze
chromatografii powinowactwa. Etykieta histydynowa jest krotkim homopeptydem
zbudowanym z 6 reszt histydynowych dotaczonych do C- lub N- konca biatka
rekombinowanego. Przytaczenie etykietki odbywa si¢ na etapie konstrukcji wektora
ekspresyjnego, kiedy do sekwencji DNA kodujacej biatko dofacza si¢ fragment DNA
kodujacy 6 reszt histydyny zakonczony kodonem STOP.

Oczyszczanie bialka fuzyjnego zawierajagcego etykiete histydynowa opiera si¢
na powinowactwie pierScieni imidazolowych zawartych w resztach histydyny

do immobilizowanych na zlozu chromatograficznym jonéw metali (Ni, Co, Zn).
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o i 2 N 0.: 20 \
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Celem ¢wiczenia jest oczyszczenie rekombinowanego ludzkiego biatka P2 zawierajacego
etykietk¢ 6xHis na drodze chromatografii powinowactwa na ztozu niklowym Ni-NTA IMAC

(ang. immobilized metal affinity chromatography).

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 odwirowac¢ (12 tys. rpm./10 min./4°C) w celu usuniccia wytrgconych w trakcie

zamrazania / rozmrazania biatek.
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Materialy i odczynniki

1. Frakcja biatek cytoplazmatycznych E. coli zawierajaca 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 ztoza NINTA) — 50 mM NaH,P0; 300 mM NaCl,
20 mM imidazol; pH 8

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

6. Probowki typu Falcon o poj. 15 ml

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

Wykonanie ¢wiczenia

N

Przygotowanie zloza chromatograficznego NiNTA
Pobra¢ 300 ul 50% zawiesiny ztoza NiNTA do probowki typu Falcon o poj. 15 ml.
Odwirowac probke przy 1.5 tys. rpm przez 45 sek.
Supernatant usuna¢, a osad ze ztoza delikatnie zawiesi¢ w 500 pl buforu B

Probke ponownie odwirowaé przy 1.5 tys. rpm przez 45 sek i usungé¢ supernatant.

Wiazanie bialka do zloza, plukanie i elucja
Do przygotowanego ztoza NINTA nalezy doda¢ 2 ml preparatu rozpuszczalnych
biatek cytoplazmatycznych, delikatnie wymiesza¢ i inkubowac w lodzie 20 min.
Po zakonczeniu inkubacji preparat odwirowa¢ przy 1.5 tys. rpm przez 45 sek
a supernatant zebra¢ do nowej probowki jako tzw. frakcje bialek nie wigzacych si¢ ze
ztozem (ang. flow through fraction),
Do osadu ztoza doda¢ 5 ml buforu ptuczacego W, zawiesing delikatnie wymieszaé
i nastgpnie odwirowa¢ przy 1.5 tys. rpm przez 45 sek w celu usunigcia biatek
niespecyficznie wigzacych si¢ ze zlozem.
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.
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Po odwirowaniu supernatant zebra¢ do nowej probowki jako tzw. frakcje biatek
odptukanych ze ztoza (ang. wash 2)
Do osadu ztoza doda¢ 400 pul buforu elucyjnego E, zawiesing delikatnie wymieszac
i inkubowa¢ w lodzie przez 5 min., a nastepnie odwirowaé przy 1.5 tys. rpm przez
45 sek. w celu uwolnienia specyficznie zwigzanego biatka
Po odwirowaniu supernatant zebra¢ jako preparat biatek eluowanych ze zloza
(ang. elution 1).
Do osadu ztoza ponownie doda¢ 400 ul buforu elucyjnego E, zawiesing delikatnie
wymiesza¢ i inkubowaé¢ w lodzie przez 5 min., a nastepnie odwirowa¢ przy 1.5 tys.
rpm przez 45 sek.

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

regeneracji.
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3. ELEKTROFOREZA ZELOWA BIALEK

Elektroforeza bialek umozliwia monitorowanie sktadu mieszaniny biatek, sprawdzanie
czystosci biatek, oznaczanie masy czasteczkowej, analizy struktury podjednostkowej czy
okreslenie punktu izoelektrycznego biatka. W analizie biatek stosowane sag zele
poliakrylamidowe. Zel poliakrylamidowy posiada nastepujace cechy: jest bezbarwny,
pozbawiony tadunkéw, odznacza si¢ duzg wytrzymalo$cia mechaniczng, latwy
w przygotowaniu i formowaniu w odpowiednich naczyniach. Zel poliakrylamidowy to
tancuchy akrylamidu (H,C=CH-CO-NH;) potaczone wigzaniami poprzecznymi za pomocg
N,N’-metyleno-bis-akrylamidu (H,C=CH-CO-NH-CH,-NH-CO-CH=CH;). W ten sposob
tworzy si¢ sie€, przez ,,oczka » ktdrej migruja rozdzielane czasteczki. Wielko$¢ ,,oczek™ sieci
zelu zalezy od stezenia akrylamidu oraz bisakrylamidu. Polimeryzacja zelu odbywa si¢
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
rozdzial czasteczek biatkowych réznigcych si¢ wielkoscia 1 tadunkiem elektrycznym.
Rozdzial ten mozna prowadzi¢ w warunkach niedenaturujacych oraz w warunkach
denaturujacych. Elektroforeza bialek w warunkach denaturujacych okreslana 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, ze migrujag one w kierunku dodatniej anody. Ilo$¢
zwigzanego SDS jest proporcjonalna do wielkosci czasteczek biatkowych. Dzigki temu
rozdzielajg si¢ one w zelu pod wzgledem masy czasteczkowej. Polipeptydy o nizszej masie
czasteczkowej migrujg szybciej, za§ wicksze wolniej. Metoda SDS-PAGE stosowana jest
miedzy innymi do: identyfikacji i monitorowania sktadu mieszaniny bialek, sprawdzania
jednorodnosci (homogennos$ci) biatek, oznaczania masy czasteczkowej biatek, analizy
struktury podjednostkowej aktywnych biologicznie kompleksow biatkowych. Przy analizach
zlozonych mieszanin biatek rozdzielczo$¢ jednokierunkowego rozdziatu elektroforetycznego
jest czesto niezadowalajaca. Wowczas mozna zastosowaé elektroforeze dwukierunkowa
(dwuwymiarowg) - 2D (ang. two-dimentional).

Elektroforeza 2D pozwala na wykrycie zmian w ekspresji bialek, ich izoform czy
modyfikacji potranslacyjnych (takich jak fosforylacja, glikozylacja czy ograniczona

proteoliza). Sktada si¢ z dwoch etapow. Pierwszym etapem (kierunkiem, wymiarem) jest
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najczesciej ogniskowanie izoelektryczne (IEF), w ktorym biatka sg rozdzielane w gradiencie
pH w zaleznosci od ich punktu izoelektrycznego (pl). W ogniskowaniu izoelektrycznym
stosowane sg komercyjne paski zeli z immobilizowanym gradientem pH gwarantujacym wy-
sokg rozdzielczo$¢ i powtarzalno$¢ uzyskanych wynikow, badz  Kkapilary z zelem
poliakrylamidowym z okreslonym gradientem pH. Drugim etapem (kierunkiem, wymiarem)
jest elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (SDS/PAGE)
w ktorej biatka sg rozdzielane zgodnie z ich masg czasteczkowg. W wyniku rozdziatu biatek
metodg elektroforezy 2D, a nast¢pnie wybarwienia uzyskanego zelu (najczesciej stosowanymi
barwnikami sg - biekit Coomassie Brillant Blue oraz sole srebra) otrzymujemy ,,mape
bialkowa” skladajaca si¢ z wielu plam, z ktoérych kazda stanowi biatko o okreslonych

parametrach masy czgsteczkowej i punktu izoelektrycznego.

W trakcie ¢wiczen przeprowadzimy elektroforeze biatek SDS/PAGE, a nastepnie zel
poliakrylamidowy z rozdzielonymi biatkami podzielimy na dwie czesci, z ktorych jedna

wybarwimy barwnikiem Coomassie Brillant Blue, a drugg metodg srebrowa.

3.1 Elektroforeza jednokierunkowa w warunkach denaturujacych
(SDS-PAGE)

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. 30%roztwor akrylamidu + 0,8% roztwor bisakrylamidu
2. 1,5M roztwor Tris - HCI pH 8,8

3.0,5M roztwor Tris - HCI pH 6,8

4.10% roztwor SDS

5. 10% roztwor APS

6. TEMED

7. Bufor probkowy (4x stezony) :
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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 200yl

8. Bufor elektrodowy:

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

uzupetni¢ woda do 1000ml
9. Wzorce biatkowe

10. Zestaw do elektroforezy biatek

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¢ wg przedstawionej kolejnosci.
TEMED - inicjator polimeryzacji, dodawa¢ jako ostatni skladnik,

bezposrednio przed wylaniem mieszaniny miedzy plytki !
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Zel separujacy
ODCZYNNIK Zel 12%
(8 ml)
H,0O 2,6 ml
30% akrylamid + 1%bisakrylamid 3,2 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,0 ml
10% SDS 80 ul
10% APS 80 ul
TEMED 8 ul
Zel zageszczajacy
ODCZYNNIK na 2,5 ml zelu
H.0 1,3 ml
30% akrylamid + 1%bisakrylamid 0,5 mi
0,5M Tris-HCI, pH 6,8 0,625 ml
10% SDS 25 ul
10% APS 25 ul
TEMED 2,5 ul

Polimeryzacj¢ zelu wykona¢ miedzy przygotowanymi ptytkami szklanymi, zgodnie
ze wskazowkami prowadzacego ¢wiczenia .

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

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

wyjac ptytki z zelem do wybarwienia .
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3.2 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 srebrowa .

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowigzany
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”.

A. Barwienie bl¢kitem Coomassie

Odczynniki

Mieszanina barwigca:
Metanol 400 ml
Kwas octowy 100 ml
H.0 500 ml

Blekit Coomassie 2,59

Odbarwiacz:

Metanol 400 ml
Kwas octowy 100 ml
H,O 500 ml

Wykonanie éwiczenia

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

od zastosowanego przepisu barwienia.
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B. Barwienie srebrem

Jest to metoda 10-100 razy czulsza od metody barwienia biatek bigkitem Coomassie.

W metodzie srebrowej wigkszo$¢ bialek ulega zabarwieniu na kolor czarny lub bragzowy.

Lipoproteiny wybarwiajg si¢ na niebiesko, a glikoproteiny na bragzowo lub czerwono.

Odczynniki

1.

Roztwor A (40 ml metanolu, 13,5 ml 37% formaldehydu, 46,5 ml H,0)

2. Roztwor B - 0,02% Na,S,03 (0,02 g NaS,03w 100 ml H,0)
3.
4. Roztwor D (3 g Na,CO3 + 50 ul 37% formaldehydu + 2 ml 0,02% Na,S,03 — dopehic

Roztwor C - 0,1% AgNO; (100 mg AgNOs w 100 ml H,0)

woda do 100 ml)
Roztwor E — 20% kwas cytrynowy ( 10 g kw. cytrynowego w 50 ml H,0)

Uwaga! Roztwory A, B, C, D przygotowa¢ bezposrednio przed uzyciem. Barwienie

wykonywaé w naczyniu przeznaczonym wylacznie do tego celu.

Wykonanie ¢wiczenia

Zel poliakrylamidowy po elektroforezie utrwalaé przez 10 min. w 100 ml roztworu A.
Ptuka¢ 2 x 5 min. w 100 ml wody dejonizowane;j.

Doda¢ 100 ml roztworu B i miesza¢ przez 2 min.

Phuka¢ 2 x 20 sek. w 100 ml wody dejonizowanej.

Barwi¢ w 100 ml roztworu C, stale mieszajac przez 10 min.

Phuka¢ 3 x 15 sek. w 100 ml wody dejonizowanej.

Ptukac zel 20 sek. w 10 ml roztworu D.

© N o o A w Db PE

Doda¢ 90 ml roztworu D (wywotywacza barwy) i miesza¢é do momentu pojawienia si¢
wyraznych prazkéw biatkowych.

9. Ptukac¢ 3 x 20 sek. w 100 ml wody destylowane;.

10. Zatrzymac barwienie przez dodanie 100 ml roztworu E na 10 min.

11. Przeptuka¢ zel wodg 1 zeskanowac lub wysuszy¢.
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4. IMMUNOLOGICZNE METODY IDENTYFIKACJI BIALEK

Do metod immunologicznych czgsto wykorzystywanych do detekcji i identyfikacji

biatek nalezg techniki: ELISA, immunobloting oraz immunohistochemia.

Detekcja bialek metoda immunoblotingu

Technika immunoblotingu, zwana inaczej technikg western blot, sktada si¢ z kilku
etapow. Pierwszym etapem jest rozdzielenie mieszaniny biatek w Zelu poliakrylamidowym.
Nastepnie biatka przenoszone sa na membrang (W naszym przypadku jest to transfer pot-
suchy), ktoéra niespecyficznie wigze wszystkie biatka. Ostatnim etapem jest detekcja biatek
przy udziale przeciwciat.

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 utozy¢é membrang wzgledem zelu, by znalazta si¢ ona na drodze migracji

biatek z zelu. Wyrdzniamy dwa typy transferu: transfer mokry i pétsuchy.

Transfer

Aby przeprowadzi¢ transfer bialek na membrang, nalezy przygotowac¢ ,kanapke”
ztozong z zelu, membrany i bibuty Whatman. W przypadku transferu mokrego, ,.kanapka”
utozona jest pionowo pomigdzy dwiema elektrodami, a calos¢ umieszczana jest w aparacie
wypelionym buforem. Transfer mokry stosuje si¢ zwlaszcza w przypadku biatek duzych
(>100 kDa), hydrofoowych lub trudno rozpuszczalnych ze wzgledu na mozliwosé
prowadzenia go nawet przez 24 godziny, bez ryzyka wyparowania buforu. Nalezy wowczas
zapewni¢ chtodzenie, aby utrzymac temperatur¢ w granicach 10 — 30°C. Transfer mokry
przeprowadza si¢ przy stalym napigciu pradu, zwykle 20 — 30 V.

W przypadku transferu potsuchego ,kanapka” ulozona jest poziomo miedzy
elektrodami. Zel i membrana umieszczone s3 pomiedzy bibutami Whatman nasgczonymi
buforem. Transfer ten prowadzi si¢ przy statym nat¢zeniu pradu, wynoszacym zwykle 0,8 —
1,5 mA/cm?® membrany.

Transfer biatlek z zelu mozna przeprowadzi¢c na membrany nitrocelulozowe lub

membrany z polifluorku winylidenu (PVDF). Wielko$¢ porow w obu typach membranach
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waha si¢ od 0,1 um do 0,45 um. Membrany nitrocelulozowe sg tansze, wigzg 80-200 pg
biatka na cm® Membrany te od razu nasacza si¢ buforem do transferu, bez uprzedniego
zanurzania ich w metanolu. Membrany PVDF wiaza 150-200 pg biatka na cm? i maja duzo
wickszg wytrzymato§¢ mechaniczng niz membrany nitrocelulozowe. Nalezy pamigtac

0 wczesniejszym zanurzeniu ich w metanolu i dopiero pozniej w buforze do transferu.

Blokowanie membran
Po transferze wolne miejsca wigzania biatek na membranie sg blokowane, aby
zapobiec niespecyficznemu wigzaniu si¢ przeciwcial do membrany. Do blokowania membran

uzywa si¢ odtluszczonego mleka lub albuminy z surowicy bydlece;.

Wiazanie przeciwcial

Badane biatka identyfikuje si¢ przy uzyciu wyznakowanych przeciwciat
pierwszorzedowych (swoistych dla badanych bialek), lub niewyznakowanych przeciwciat
pierwszorzedowych 1 wyznakowanych przeciwcial drugorzedowych (specyficznych dla
pierwszorzedowych). Nastepnie przeprowadza si¢ detekcje przeciwcial zwigzanych
z badanymi biatkami, ktorej sposob zalezy od rodzaju znacznika, jaki dolaczony jest do

przeciwciat.

Detekcja

Najczesciej dotgczanymi do przeciwciat znacznikami sa enzymy: alkaliczna fosfataza
I peroksydaza chrzanowa. Wizualizacja tych znacznikéw moze by¢ przeprowadzona
kolorymetrycznie (w miejscu zwigzania przeciwciat do biatka na membranie powstaje barwny
produkt) lub chemiluminescencyjnie (enzym przeprowadza reakcje z wytworzeniem $wiatla,
odczytu ilosci emitowanego $wiatta mozna dokona¢ na dwa sposoby, stosujac urzadzenie do

detekcji chemiluminescencji lub za pomocg kliszy fotograficznej).

W trakcie ¢wiczen przeprowadzimy identyfikacj¢ rybosomalnych biatek P drozdzy
stosujac  skrocong odmiang¢ metody immunoblotingu zwang dot blot. W tym celu
wykorzystamy niewyznakowane przeciwciata pierwszorzedowe rozpoznajace drozdzowe,
rybosomalne biatka P i przeciwciata drugorzedowe sprzgzone z alkaliczng fosfatazg. Technika
dot blot r6zni si¢ od metody western blot tym, ze nie przeprowadza si¢ elektroforetycznego

rozdziahu biatek, tylko bezposrednio nakrapla si¢ probke biatka na membrang.
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Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowigzany
do samodzielnego zapoznania si¢ z karta 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
dolaczona do niej karte charakterystyki. Szczegolny nacisk nalezy zwroci¢ na sekcje:
wldentyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Materialy i odczynniki
1. Membrana nitrocelulozowa (paski 1,5 cm x 1,5 cm)
2. Roztwory badanych biatek
3. Przeciwciala pierwszorzedowe (poliklonalna surowica skierowana przeciwko
drozdzowym biatkom P)
4. Drugorzedowe przeciwciata sprzezone z alkaliczng fosfatazg
5. Roztwor blokujacy (10 % roztwor mleka odttuszczonego w PBS)
6. Bufor PBS
7. Bufor PBS-T (PBS z 0,1 % Tween 20)
8. Bufor AP
9. NBT (18 mg NBT rozpusci¢ w 1400 pl DMF i 600 pl wody). Przechowywaé w -20°C.
10. BCiP (8 mg BCiP rozpusci¢ w 2 ml DMF). Przechowywaé w -20°C.
11. 6-dotkowe ptytki testowe.
12. Probowki Falcona o pojemnosci 15 ml i 50 ml.
13. Pesety.
14. Regkawiczki nitrylowe.

Wykonanie ¢wiczenia
1. Na 6 pasko6w membrany nitrocelulozowej ((1,5 cm x 1,5 cm), umieszczonych
w 6-dotkowej ptytce testowej nanies¢ po 2 ul badanych roztwordéw bialek
(uwaga: nie dotyka¢ membrany palcami, uzywaé rekawiczek i pesety).
2. Poczeka¢ az naniesione na nitroceluloze roztwory biatka wyschna.
3. Do kazdego dotka ptytki z paskiem membrany nitrocelulozowej doda¢ po 2 ml
roztworu blokujacego i zostawi¢ na kotysce laboratoryjnej w temp. pokojowej na 15

min.
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. Whyla¢ roztwor blokujacy i dodaé do kazdego dotka z membrang po 2 ml przeciwciat
pierwszorzedowych rozcienczonych kolejno 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200
1 1:6400 w buforze PBS i pozostawi¢ przez 20 min. na kotysce w temp. pokojowe;j.

. Odptuka¢ przeciwciata roztworem PBST: 4 razy po 2 ml/dotek przez 1 min.

. Do kazdego dotka z membrang doda¢ po 2 ml przeciwcial drugorzedowych
rozcienczonych 1:10000 w 15 ml PBST i pozostawi¢ na kotysce w temperaturze
pokojowej na 20 min.

. Odptuka¢ przeciwciata roztworem PBST: 4 razy po 2 ml/dotek przez 1 min.

. Przeptuka¢ membrany buforem AP: 2 razy po 2 ml/dotek przez 1 min.

. Przeprowadzi¢ detekcje biatek na membranie. W tym celu do probowki Falcona
doda¢ 10,5 ml buforu AP a nastgpnie doda¢ jednoczesnie dwa przygotowane
wczesniej barwniki (NBT 1 BCiP) . Wymiesza¢ zawarto$¢ probowki Falcona i doda¢
po 2 ml roztworu barwnikow do kazdego dotka z paskiem membrany. Pozostawi¢ na
kotysce do pojawienia si¢ prazkow. Reakcje barwienia przerwaé poprzez ptukanie

woda dejonizowana, po czym membrang wysuszy¢ na powietrzu.
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

APS - nadsiarczan amonowy (ang. Ammonium Persulphate)
B-MET - B-merkaptoetanol (ang. f-Mercaptoethanol)

DTT - ditiotreitol (ang. Dithiothreitol)
EDTA - kwas etylenodwuaminoczterooctowy (ang. Ethylenediaminetetraacetic Acid)
HeLa - linia komérkowa wywodzaca si¢ z komorek raka szyjki macicy Henrietty

Lacks (ang. Henrietta Lacks cell)

NIH 3T3 - linia komorkowa fibroblastéw mysich (ang. National Institute of Health,
3-day Transfer, inoculum 3 x 10° cells)

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

PMSF - sulfofluorek fenylometanu (ang. Phenylmethylsulphonyl Fluoride)

SDS - s0l 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 redukujaca, m. in. mostki dwusiarczkowe w biatkach

EDTA — chelator jonéw dwuwarto$ciowych, 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 bialtka,
nadajgcy biatkom ujemny fadunek wypadkowy

TEMED - Kkatalizator 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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