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Regulamin pracowni

W pracowni nalezy zachowac ostroznos¢, porzadek 1 czystos¢. Studenci obowigzani sg
posprzata¢ po swojej pracy.

W pracowni nalezy nosi¢ bezpieczne obuwie i fartuch laboratoryjny, a przy pracy
z substancjami szkodliwymi rekawiczki lateksowe. Okrycia wierzchnie nalezy
pozostawi¢ w szatni wydziatowe;.

Opuszczajac stanowisko pracy nalezy sprawdzi¢ czy wszystkie niepotrzebne urzadzenia
elektryczne, gaz i woda zostaty wylaczone, drobny sprzet odlozony na miejsce, a uzyte
naczynia laboratoryjne umyte 1 odtozone do suszenia.

Studenci nie mogg pracowa¢ w pracowni bez opieki pracownika dydaktycznego.

W pracowni nie wolno pali¢ tytoniu, spozywac positkow 1 napojow, aplikowac
kosmetykoéw. Nie uzywac naczyn laboratoryjnych do celéw spozywczych.

Odczynniki nalezy przechowywa¢ w odpowiednim porzadku. Nie wolno trzymacé
zadnych substancji w niepodpisanych opakowaniach. Latwopalne rozpuszczalniki,

a takze st¢zone kwasy 1 zasady mozna przechowywac w pracowniach pod wyciggiem
tylko w ilo$ciach zaspokajajacych biezace potrzeby.

Prace z rozpuszczalnikami organicznymi nalezy prowadzi¢ przy sprawnie dziatajacej
wentylacji. Podczas pracy nie wolno uzywac otwartego ognia. Etanol uzywany
w pracowni jest skazony.

Prace z kwasami 1 zasadami nalezy prowadzi¢ pod sprawnie dziatajgcym wyciggiem
chemicznym.

Nigdy nie nalezy pipetowac¢ ustami substancji trujacych, zracych lub innych
szkodliwych dla zdrowia.

Pracujac z urzadzeniami elektrycznymi nalezy stosowac nalezyta ostroznos¢.

Odpady plastikowe (koncowki do pipet, probowki) nalezy sktadowaé w specjalnie
oznaczonych pojemnikach w celu poddania dezynfekcji 1 utylizacji.

Odpadoéw substancji, ktore moga stanowi¢ zagrozenie dla srodowiska naturalnego, nie
wolno wylewa¢ do zlewdw. Nalezy je zlewa¢ do szczelnych podpisanych butelek
1 przechowywac pod wyciagiem. Beda okresowo zbierane do zniszczenia.

Odpady innych st¢zonych substancji mozna wylewac¢ do zlewu po ich znacznym
rozcienczeniu, obficie sptukujac woda z kranu.

Okna w pracowni mozna tylko uchyla¢ w pozycji pionowej. Nie mozna otwiera¢ ich
na osciez.

W razie zaistnienia nawet najmniejszego wypadku nalezy niezwtocznie powiadomic
opiekujacego sie pracownig pracownika dydaktycznego.
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Wstep

Szanowni Panstwo!

Witamy na zajeciach "biatka 1 kwasy nukleinowe". Cieszymy si¢ bardzo, ze wybrali Panstwo
nasze zaj¢cia z oferty Wydziatu Biologii.

Mamy nadziej¢, ze w przygotowanym skrypcie do zaje¢ znajdg Panstwo wszystkie
niezbgdne wskazowki potrzebne do wykonania ¢wiczen oraz wiele dodatkowych informacji.
Warunkiem uczestnictwa w zajeciach jest zapoznanie si¢ z Regulaminem Pracowni
1 zobowigzanie do jego przestrzegania.

Glownym celem naszych zaje¢ jest zapoznanie Panstwa z podstawowymi sposobami
uzyskiwania biatek zar6wno ze Zrodet naturalnych, jak 1 z systemdéw do ekspresji biatek
rekombinowanych. Poznaja Panstwo metody oczyszczania i1 frakcjonowania biatek, takze za
pomoca zautomatyzowanego systemu FPLC. Wszystkie ¢wiczenia wykonujg Panstwo
w parach. Kazdy wykona zestaw czterech éwiczen. Cwiczenie pierwsze zawiera elementy
klasycznej procedury oczyszczania bialek ze zrodet naturalnych, cho¢ w tym przypadku
material wyjsciowy jest latwo dostepny 1 pomija zmudne procesy homogenizacji materiatu
biologicznego i wyodrebniania frakcji bogatej w oczyszczane biatko. Zawiera natomiast
klasyczne elementy oczyszczania takie jak filtracja, chromatografia jonowymienna
1 sgczenie molekularne, analiza aktywno$ci enzymatycznej, przygotowanie probek do
elektroforezy, elektroforeza biatek i uwidocznienie biatlek w zelu. Cwiczenie drugie
wykorzystuje nowoczesne ztoza stosowane w chromatografii powinowactwa, umozliwiajace
oczyszczenie biatka w krotkiej, jednoetapowej procedurze. Oczyszczenie ludzkiego biatka
SRSF1 z komorek Escherichia coli opiera si¢ na oddzialywaniu znacznika dodanego
metodami inzynierii genetycznej z odpowiednim zlozem — jest to krétka sekwencja
aminokwasowa lub stosunkowo duze biatko, w zalezno$ci od wariantu ¢wiczenia
i warunkow oczyszczania bialek. Cwiczenie trzecie jest przyktadem cze$ciowego
oczyszczenia aktywnosci enzymatycznej metodg frakcjonowania organelli komérkowych.

Podstawg zaliczenia fakultetu jest wykonanie wszystkich przewidzianych ¢wiczen, analiza
otrzymanych wynikow oraz uzyskanie oceny pozytywnej ze sprawdzianu koncowego.

Nie mozna poprawia¢ poszczegélnych ¢wiczen. W uzasadnionych przypadkach
dopuszczalne jest powtorzenie analizy elektroforetycznej uzyskanych preparatow.

Kolokwium koncowe bedzie sktadalto si¢ z kilku zadan opisowych. Zadania mogg dotyczy¢
rozwigzywania problemow laboratoryjnych lub odnosi¢ si¢ do podstaw metod pracy
z biatkami 1 DNA.

W trakcie calvch zajeé prosimy o:

1. Bezwzgledne przestrzeganie regulaminu pracowni.

2. Prowadzenie dziennika laboratoryjnego zawierajacego obliczenia i notatki
zwigzane z wykonywanymi ¢wiczeniami.

3. Ogolna dbalos¢ o sale.

Zyczymy Panstwu przyjemnych ¢wiczen
zespoOt prowadzacy
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Cwiczenie 1.
Oczyszczanie lizozymu bialka jaja kurzego

WSTEP

Lizozym (EC 3.2.1.17, N-acetylomuramoilohydrolaza peptydoglikanowa, muramidaza)
katalizuje hydroliz¢ wigzan B-1,4-glikozydowych migdzy kwasem N-acetylomuraminowym
a N-acetylo-D-glukozoaming w mukopolisacharydach bakteryjnych §cian komoérkowych.
Enzym ten jest obecny w organizmach kregowcow 1 owadow, ale takze u niektorych roslin,
grzybow, bakterii czy bakteriofagdéw 1 stanowi skladnik obrony antybakteryjnej (lub
umozliwia penetracj¢ komorki bakteryjnej przez fagi). U czlowieka obecny jest
m.in. we 1zach, §linie 1 mleku. Szczegdlnie bogatym 1 latwo dostgpnym zrodtem tego
enzymu jest biatko jaja kurzego (stanowi ok. 3,5% catkowitej masy bialka).

Cwiczenie polega na wyizolowaniu z bialka jaja kurzego oczyszczonego lizozymu.
Preparatyka ta pomija wstepng homogenizacje 1 zmudne frakcjonowanie materiatu
biologicznego, czesto niezbedne przy oczyszczaniu bialek z tkanek. Do wlasciwego
oczyszczania wykorzystuje si¢ rdézne wilasciwosci enzymu — jego niewielkg mase
czasteczkowa (14,3 kDa) 1 wysokie pl (10,5). Zwykle i1zolacja biatek jest przeprowadzana
w niskich temperaturach i1 z uzyciem inhibitoréw proteaz. Ze wzgledu na wyjatkowa
stabilno$¢ lizozymu (enzym ten znosi nawet krétkotrwate podgrzanie do 100°C),
oczyszczania chromatograficzne w trakcie tych zaje¢ beda przeprowadzone na ogot
w temperaturze pokojowej. Najpierw wykonane zostanie saczenie molekularne (filtracja
zelowa) na zlozu Sephadex G75 (zdolnym do rozdzialu biatek w zakresie 3-80 kDa).
Nastepnie, wybrane frakcje zostang poddane ponownie chromatografii poprzez sgaczenie
molekularne w systemie FPLC (fast protein liquid chromatography, na kolumnie ENrich
SEC 70 o zakresie roboczym 0,5-70 kDa; w temperaturze ok. 4°C, poniewaz na potrzeby
preparatyki innych biatek, aparat do FPLC znajduje si¢ w chlodni) albo dalszemu
oczyszczaniu metodg chromatografii jonowymiennej na ztozu CM Sephadex C25 (kationit
z grupg karboksymetylow3).

Frakcje uzyskane z oczyszczania na ztozu Sephadex G75 zostang wstepnie poddane analizie
pod wzgledem zawarto$ci biatka (metodg Bradforda). W wybranych frakcjach ze wszystkich
etapOw oczyszczania zostanie oznaczona aktywno$¢ enzymatyczna lizozymu za pomocag
testu polegajacego na trawieniu zawiesiny liofilizowanych §cian komoérkowych z bakterii
Microccocus lysodeiktikus (M. luteus) 1 rejestrowaniu zmian w jej zmetnieniu (przy pomocy
spektrofotometru). Wybrane frakcje ze wszystkich etapdw oczyszczania zostang tez poddane
analizie na zelu poliakrylamidowym zawierajacym SDS (SDS-PAGE).
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PROCEDURA

Cwiczenie trwa 4 zajecia. Pierwszego dnia nalezy sporzadzi¢ bufory, namoczyé zloza
1 przygotowa¢ tzw. buforowane bialko. Drugiego dnia trzeba przygotowa¢ materiat
biologiczny (tzw. buforowane biatko) 1 przeprowadzi¢ saczenie molekularne na
przygotowane] przez siebie kolumnie ze zlozem Sephadex G75. Trzeciego dnia zostang
przeprowadzone dwie alternatywne chromatografie; cze¢$¢ zespotow wykona sgczenie
molekularne na kolumnie ENrich SEC 70 w systemie FPLC, za$ pozostali, chromatografi¢
jonowymienng na przygotowanej przez siebie kolumnie ze ztozem CM Sephadex C25.
Ostatniego, czwartego dnia, nalezy oznaczy¢ aktywno$¢ enzymatyczng lizozymu
w uzyskanych frakcjach 1 wykonac analize elektroforetyczng catego przebiegu preparatyki.

Uwagi ogolne:

1. W tym ¢wiczeniu wszystkie bufory potrzebne do izolacji nalezy przygotowa¢é
samodzielnie w oparciu albo o stezone roztwory przygotowane przez
prowadzacych (oznaczone ©) albo z nawazek.

2. Lizozym jest bialkiem wyjatkowo stabilnym. Tym niemniej jego izolacje nalezy
wykonywac¢ w obecnosci §wiezo dodanego (niestabilny w roztworze wodnym)
fluorku fenylometylosulfonylu (PMSF), bedacego inhibitorem peptydaz.

3. @ PMSF jest grozny dla blon sluzowych, oczu i skory. Nigdy nie pipetowa¢ ustami.
W przypadku kontaktu z PMSF nalezy natychmiast przemy¢ skore (oczy) duza
iloscig letniej wody.

4. © Wariant D1 ¢éwiczenia (saczenie molekularne w aparaturze FPLC) bedzie
wykonywany w chlodni. Osoby wykonujgce ten wariant ¢wiczenia powinny mieé
ze soba odpowiednio ciepla odziez!

Material biologiczny

jedno jajo kurze klasy XL od kur z chowu $ci6tkowego lub z wolnego wybiegu

Odczynniki

1. © 1 M Tris-HCI, pH 8,0

2. ©® 5M Na(Cl

3. ®© 0,2 M NaxCOs, pH 10,5

4. © 0,1 M KH2PO4

5. © 0,1 M KoHPOq4

6. © 100 mM PMSF w 96% etanolu
7. © Blue Dextran 2000, 3 mg/ml
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8. Bufor kolumnowy, pH 8,2 (300 ml):
0,05 M Tris-HCI
0,05 M NacCl
pH doprowadzi¢ za pomocgq HCI lub NaOH
0,05 mM PMSF (doda¢ bezposrednio przed uzyciem odpowiednig ilos¢ [6])
9. Bufor fosforanowy pH 7,0 (ok. 100 ml):
Zmiesza¢ ze sobg roztwory obu fosforanéw potasu positkujac si¢ tabelg nad pehametrem
w takich proporcjach, zeby koncowe pH wynosito 7,0. Do fosforanu dwuzasadowego
zanurzy¢ elektrod¢ 1 dodawac jednozasadowego do momentu uzyskania wlasciwego pH.
10. Roztwor do elucji, pH 10,5 (10 ml):
0,2 M NaxCOs [3]
0,05 mM PMSF (doda¢ bezposrednio przed uzyciem odpowiednig ilo$¢ [6])
11. © Bufor do kolumny ENrich SEC 70, pH 8,2 (100 ml):

0,05 M Tris-HC1
0,1 M NaCl
pH doprowadzone za pomocg HCl
roztwor filtrowany przez filtr o §rednicy poréw 0,22 um
roztwor odgazowany przez sterylizacje w autoklawie
12. Ztoza:
* Sephadex G75 (doda¢ 1,5 g suchego Sephadex G75 do probowki typu Falcon
o pojemnosci 50 ml 1 zala¢ 45 ml buforu kolumnowego [8]) 1 pozostawic
w temperaturze pokojowej — wszystkie pary
* CM Sephadex C25 (doda¢ 0,25 g suchego CM Sephadex C25 do probéwki typu
Falcon o pojemnosci 50 ml 1 zala¢ 45 ml buforu kolumnowego [8]) 1 pozostawié
w lodowce — tylko wskazane pary

Uwaga:

Z}oza nalezy przygotowac na ¢wiczeniach poprzedzajacych chromatografie
i pozostawi¢ do specznienia. Na nastepnych zajeciach nalezy ostroznie zdekantowac
bufor znad zloza i doda¢ 40 ml buforu kolumnowego (o temp. pokojowej).

. © Odczynnik Bradforda
. © Kobalamina 1 mg/ml
15. © Preparat $cian komérkowych M. lysodeiktikus (nawazka 30 mg)
. © Bufor Laemmliego 5% (zob. Zalacznik pkt 1.)
. © Preparat biatek wzorcowych BR
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Wykonanie

A. Przygotowanie materialu do izolacji — tzw. buforowanego bialka

1.

[zolacje rozpocza¢ od starannego oddzielenia biatka od Zottka (zacza¢ od rozbicia
skorupki). Jedno jajko moze stuzy¢ jako materiat wyjSciowy dla trzech par
wykonujacych ¢wiczenie.

Uzyskane biatko jaja, wolne od jakichkolwiek domieszek zottka, przefiltrowac przez
podwojnie ztozong gaze do zlewki o pojemnosci 100-200 ml (nie $ciskac gazy).

Do dalszej preparatyki potrzebne bedzie 2 ml przefiltrowanego bialka.

Przenies¢ po 1 ml przefiltrowanego biatka do dwoch probowek typu Eppendorf

o pojemnosci 1,5 ml 1 zwirowa¢ w mikrowirdwce przez 5 min. przy maksymalnych
obrotach.

Delikatnie pobra¢ z jednej z probowek 0,5 ml klarownego supernatantu 1 przenies¢ do
nowej probowki o pojemnosci 1,5 ml (druga probéwka stanowita rownowage podczas
wirowania, dlatego mozna teraz jg wyrzuci¢). Doda¢ 0,5 ml buforu kolumnowego

1 delikatnie wymiesza¢. Oznaczy¢ jako BBp (buforowane biatko do preparatyki).
Przenies¢ 150 ul buforowanego biatka do kolejnej probéwki typu Eppendorf podpisane;j
jako BBo 1 zamrozi¢. Probka BBy bedzie potrzebna w czesciach E 1 F tego ¢wiczenia.
Jesli dalsze etapy ¢wiczenia beda wykonywane innego dnia, probke BBp nalezy
réwniez zamrozic.

B. Przygotowanie kolumny ze zlozem Sephadex G75 (wspdlne dla obu wariantow
¢wiczenia)

7.

10.

11.
12.
13.

Otrzymang od prowadzacych kolumne przepluka¢ woda, odkreci¢ kranik 1 upewnic sig,
ze przeptyw jest dobry. W razie ktopotow, skonsultowac si¢ z osobg prowadzacg
zajecia. Umocowac kolumng w statywie.

Zamkna¢ kranik (zawsze przytrzymac¢ kolumne u wylotu drugg reka, inaczej moze
peknac jej szklana rurka) 1 napetnic¢ kolumne buforem kolumnowym [8] do

Ya wysokosci kolumny. Zawiesing ztoza Sephadex G75 wymieszac 1 natozy¢ na
kolumng za pomocg plastikowej pipety Pasteura.

Odkrecic kranik 1 stopniowo dodawac¢ zawiesiny ztoza Sephadex G75, az do
wypelnienia kolumny zwartym zlozem do wysokos$ci czerwonego napisu Sigma.
Zamkna¢ kranik. Dbac o to, aby zawsze byt stup buforu nad ztozem. Nie dopusci¢ do
wyschnig¢cia zloza.

Prawidtowe 1 jednolite utozenie ztoza jest kluczowe w chromatografii. Nalezy
pilnowac, zeby nie tworzyly si¢ pecherzyki powietrza w ztozu. Prawidtowe dziatanie
kolumny zostanie sprawdzone przez przepuszczenie roztworu Blue Dextran 2000 —
niebiesko zabarwionego wielkoczasteczkowego polisacharydu opuszczajacego kolumng
PO usuni¢ciu z niej roztworu o objetosci rownej objetosci pustej kolumny. Zwigzek nie
mieszczacy si¢ w porach ztoza do sgczenia molekularnego zawsze bedzie opuszczac
kolumne wczesniej niz jakiekolwiek biatko penetrujace ztoze.

Odkrecic¢ kranik 1 pozwolié, aby ciecz wsigkngta w ztoze. Zamkna¢ kranik.
Przygotowac 3 probowki typu Falcon o pojemnosci 15 ml ze skala.

Nawarstwi¢ 100 pl roztworu Blue Dextran 2000 na powierzchni¢ zloza, nastgpnie
otworzy¢ kranik 1 pozwoli¢ wsigkna¢ w ztoze. Nawarstwi¢ 1 ml buforu kolumnowego,
ponownie otworzy¢ kranik 1 pozwoli¢ wsigkna¢ w ztoze. Nastepnie wolno wypetnic
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kolumne buforem 1 dalej prowadzi¢ chromatografi¢. Bezbarwny roztwor zbiera¢ do
pierwszej probowki. Gdy u wylotu kolumny pojawi si¢ niebieski roztwor, zbiera¢ go do
drugiej probowki. Gdy roztwor opuszczajacy kolumne stanie si¢ zndw przezroczysty,
zacza¢ go zbiera¢ do probowki trzeciej. Zakreci¢ kranik po zebraniu ok. 2 ml
przezroczystego roztworu.

Okresli¢ objetos¢ pustg kolumny 1 rozcienczenie Blue Dextran 2000. Kolumng
pozostawi¢ pod stupem buforu.

C. Saczenie molekularne na zlozu Sephadex G75

1.

2.

Podpisac od 1 do 12 probowki do zbierania frakcji (probowki typu Eppendorf

o pojemnosci 1,5 ml 1 wyttoczong skalg) 1 umiesci¢ je w statywie.

Pod kolumng podstawi¢ zlewke. Odkreci¢ kranik 1 pozwolié, aby ciecz prawie do konca
wsigkta w zloze. Zamknga¢ kranik. Usung¢ zlewke 1 podstawié statyw z probowka nr 1
pod wylot kolumny. Nawarstwi¢ 0,5 ml buforowanego biatka. Otworzy¢ kranik

1 pozwoli¢ wsigkna¢ w ztoze. Zamkna¢ kranik. Nawarstwi¢ 1 ml buforu kolumnowego.
Otworzy¢ kranik. Kiedy w probowce nr 1 zbierze si¢ 1 ml wycieku, przesuna¢ statyw,
aby pod wylotem znalazta si¢ probowka nr 2. Kiedy ta porcja buforu kolumnowego
wsigknie w ztoze, delikatnie wypeni¢ kolumne buforem kolumnowym 1 dale;j
prowadzi¢ chromatografig, zbierajac kolejne frakcje o objetosci ok. 1 ml.

W zebranych frakcjach oznaczy¢ obecnos$¢ biatka. Do 12 nowych proboéwek typu
Eppendorf doda¢ po 80 pul odczynnika Bradforda [13], a nastepnie doda¢ do nich po
20 ul z kazdej zebranej frakcji 1 zaobserwowac zmiang¢ zabarwienia po ok. 7 min.
(biatko powinno by¢ obecne od frakceji nr 5).

Ze wzgledu na to, ze w jajkach obficie wystgpuje owoalbumina (ok. 43 kDa), biatko to
prawdopodobnie spowoduje intensywne zabarwienie probki nr 5 lub 6 z odczynnikiem
Bradforda. Lizozym o m.cz. 14,3 kDa prawdopodobnie powinien si¢ znajdowac we
frakcji nr 7 lub 8, ktére pod wplywem odczynnika Bradforda zabarwig si¢ mniej
intensywnie. To te frakcje zostang uzyte do dalszego oczyszczania technikg saczenia
molekularnego w systemie FPLC (wariant D1) lub metoda chromatografii
jonowymiennej (wariant D2) w zalezno$ci od wariantu wykonywanego ¢wiczenia.

Z frakcjinr 7 1 8 przenies¢ po 150 ul do nowych probowek typu Eppendorf,
podpisanych 7A 1 8A, a nastepnie wszystkie 4 probowki zamrozic.

D1. Saczenie molekularne na kolumnie ENrich SEC 70 w systemie FPLC
(wariant I ¢wiczenia)

1.

9,

Rozmrozi¢ frakcj¢ nr 7 lub 8 po saczeniu molekularnym na ztozu Sephadex G75

(z pkt. C; wybrac te o wyzszym stezeniu biatka) 1 przefiltrowac za pomocy filtru
strzykawkowego z membrang PVDF o §rednicy poréw 0,22 um (Millipore) do nowe;j
probowki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml.

Do filtratu (ok. 600 pul) doda¢ roztworu kobalaminy [14] do koncowego stezenia

ok. 20 pg/ml (roztwor stanie si¢ lekko rézowy).

Podpisac od 1 do 25 probowki do zbierania frakcji (proboéwki typu Eppendorf

o pojemnosci 1,5 ml z wytloczong skalg, ktorym obcigto wieczka) 1 umiescic je

w odpowiedniej kolejnosci w statywie kolektora frakcji przy aparacie do FPLC.

Do petli iniekcyjnej aparatu do FPLC wstrzykna¢ 500 pl tak przygotowanego roztworu.
Rozdziat wykona¢ przy uzyciu buforu do kolumny ENrich SEC 70 [11].

Uruchomi¢ odpowiedni profil programu BioLogic Duo Flow — programu do obstugi
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aparatu do FPLC (wlaczony kolektor frakeji 1 spektrofotometr UV przy 280 nm,
przeptyw: 0,5 ml/min.; wstepne ptukanie kolumny: 1 ml; tadowanie preparatu do
kolumny: 0,5 ml; elucja: 20 ml.

Po ok. 20 min. pojawi si¢ sygnat od owoalbuminy (o masie 45 kDa).

Sygnat od kobalaminy (o masie 1,35 kDa), po ok. 40 min., wskazuje koniec rozdzialu
chromatograficznego. Tuz przed nim powinien znajdowac si¢ sygnat od lizozymu

(o masie 14,3 kDa). Otrzymany chromatogram porownac¢ z chromatogramem wzorcow.
Uwaga! Ze wzgledu na konstrukcje detektora (spektrofotometru UV), w trakcie
rozdziatu nie wylaczaé swiatla w chlodni.

10. Frakcje zawierajace lizozym zamrozic.

D2. Chromatografia jonowymienna na zlozu CM Sephadex C25
(wariant II ¢wiczenia)

l.

8.

Uzyskang od prowadzacych szklang kolumne przeptuka¢ woda, odkreci¢ kranik

1 upewnic sie, ze przeptyw jest dobry. W razie ktopotow, skonsultowac z osobg
prowadzaca zajecia. Umocowac kolumne w statywie.

Zamkna¢ kranik (przytrzymujac wylot kolumny drugg reka) 1 napetni¢ kolumne
buforem kolumnowym [8] do ¥4 wysokos$ci. Zawiesing ztoza CM Sephadex C25
wymiesza¢ 1 natozy¢ na kolumneg za pomocg pipety Pasteura.

Odkreci¢ kranik 1 stopniowo dodawa¢ zawiesiny, az do wypelnienia kolumny zwartym
ztozem do objetosci 0,7 ml. Zamkna¢ kranik. Dbac o to, aby zawsze byt stup buforu
nad ztozem. Nie dopusci¢ do wyschniecia zloza.

Podpisa¢ od 1 do 16 probowki do zbierania frakcji (probéwki typu Eppendorf

o pojemnosci 1,5 ml i wyttoczong skalg) 1 umiescic je w statywie.

Odkreci¢ kranik 1 pozwolié, aby ciecz wsigkta w ztoze. Zamkna¢ kranik. Nawarstwic¢
ok. 1,7 ml rozmrozonych i zmieszanych ze sobg frakcji nr 7 1 8 po sagczeniu
molekularnym na ztozu Sephadex G75 (z pkt. C), nastepnie pozwoli¢ wsigkngc¢
naniesionemu preparatowi w ztoze. Nawarstwi¢ 1 ml buforu kolumnowego, pozwoli¢
wsigkna¢ w ztoze. Nastepnie, wolno wypeti¢ kolumneg buforem 1 dalej prowadzi¢
chromatografi¢. Zebra¢ 8 frakcji o objetosci 1 ml.

Nastepnie przystapi¢ do elucji korzystajac z roztworu do elucji [10]. Zebra¢ 8 frakcji
elucyjnych po ok. 0,5 ml.

W zebranych frakcjach elucyjnych oznaczy¢ obecno$¢ biatka. Do 8 nowych probowek
typu Eppendorf doda¢ po 80 ul odczynnika Bradforda [13], a nastepnie doda¢ do nich
po 20 pul z kazdej zebranej frakcji 1 zaobserwowac¢ zmian¢ zabarwienia po ok. 7 min.
Zebrane frakcje elucyjne zamrozic.

E. Oznaczanie aktywnosci

1.
2.

Rozmrozi¢ wszystkie frakcje zamrozone wczesniej probki.

Przygotowac¢ zawiesing substratu — jedng dla wszystkich grup pracujacych danego
dnia — 30 mg $cian komorkowych [15] zawiesi¢ w 20 ml buforu fosforanowego [9]
poprzez homogenizacj¢ w homogenizatorze Pottera. Przela¢ do zlewki 1 dopetnic¢ tym
buforem do 100 ml.

Ustawi¢ spektrofotometr na dtugos¢ fali 450 nm. Wyj$ciowg zawiesing $cian
komorkowych rozcienczy¢ tak, aby odczyt OD (gestoSci optycznej, ang. optical
density) nie przekraczat 0,8. Nizej opisane reakcje prowadzi¢ w tak przygotowane;j

zawiesinie. Reakcje prowadzi¢ w temp. pokojowej dodajac do kuwety
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spektrofotometrycznej 2 ml substratu 1 100 pl badanej frakcji. Pomiar aktywnosci
polega na obserwacji obnizenia zmgtnienia substratu w czasie. Nalezy oznaczy¢
aktywno$¢ w buforowanym biatku (probka BBy), frakcjach 7A 1 8A z saczenia
molekularnego na ztozu Sephadex G75, we frakcjach elucyjnych z FPLC, w ktorych
podejrzewamy obecno$¢ lizozymu, albo we frakcjach elucyjnych z chromatografii
jonowymiennej na ztozu CM Sephadex C25. Pomiar przeprowadzi¢ w czasie 0 1 po
kolejnych minutach inkubacji, przez 5 minut. Sporzadzi¢ wykres przedstawiajacy
zmiany absorbancji przy dlugosci fali 450 nm dla wszystkich badanych frakcji.

F. Elektroforeza (wspolna dla obu wariantow ¢wiczenia)

l.

Do przygotowania probek na elektroforeze uzy¢ 2 pl buforowanego biatka (z prébki
BBo), uzupetnionego woda do 40 ul 1 po 40 pl frakeji elucyjnych. Wybor frakcji do
naniesienia na elektroforeze skonsultowac z prowadzacym. Probki przygotowywac
w probowkach typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. Do wybranych probek doda¢ 10 ul
buforu Laemmliego 5x [16]. Podgrza¢ przez 3 min. w tazni suchej o temp. 95°C.
Gdyby elektroforeza miata by¢ wykonana innego dnia, tak przygotowane probki
zamrozic.

Przeprowadzi¢ rozdziat elektroforetyczny przygotowanych probek w 12% zelu
poliakrylamidowym zawierajacym SDS (zob. Zatacznik pkt 1.), naktadajac po 25 ul
kazdej probki 1 zachowujac reszte zamrozong na wypadek koniecznos$ci powtorzenia
elektroforezy. Nalezy pamigtac¢ takze o natozeniu na zel biatek wzorcowych [17].

Literatura do ¢wiczenia:
Strang, R.H.C. (1984) Purification of egg-white lysozyme by ion-exchange chromatography.
Biochem. Edu. 12(2):57-59.
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Cwiczenie 2.
Oczyszczanie rekombinowanych bialek SR wyrazanych
w roznych systemach ekspresyjnych

WSTEP

Chcac otrzymaé duza ilos$¢ biatka bedacego przedmiotem badan, najczgsciej wyraza si¢ je
w postaci tzw. biatka rekombinowanego w uktadzie heterologicznym, tzn. w komoérkach
innego typu niz te, w ktorych naturalnie wystepuje. Pierwszym wyborem sg zwykle systemy
ekspresyjne pozwalajace na uzyskanie biatka w komorkach specjalnie skonstruowanych
szczepow bakterii E. coli. Jednak indywidualne wtasciwosci biatek powoduja, Ze nie zawsze
sg one wydajnie wyrazane w komodrkach bakteryjnych w formie rozpuszczalnej. W takiej
sytuacji mozna biatko docelowe wyrazi¢ w formie fuzji z bakteryjnym biatkiem, ktore
zwiekszy rozpuszczalno$¢ rekombinowanego biatka 1 pozwoli je uzyska¢ w formie
rozpuszczalnej. Do tworzenia takiej fuzji zwykle stosuje si¢ specjalnie przygotowane
wektory ekspresyjne, ktore nie tylko koduja bakteryjne biatka (np. GST, glutationo-S-
transferaze lub MBP, biatko wiazace maltoze), ale takze sekwencje rozpoznawang przez
wysoce specyficzne proteazy. Takie rozwigzanie pozwala na odciecie dodatkowego biatka
bakteryjnego z oczyszczonego bialka fuzyjnego, umozliwiajac otrzymanie czystego
preparatu biatka docelowego.

Przyktadem bialek, ktore trudno uzyska¢ metoda ekspresji w komorkach bakteryjnych, sg
ssacze czynniki splicingowe nalezace do rodziny SR. Bialka te sktadaja si¢ z jednej lub
dwoch ustrukturyzowanych domen RRM (RNA Recognition Motif) 1 pozbawionej
drugorzedowej struktury domeny RS, bogatej w powtdrzenia seryna/arginina, od ktorej
pochodzi nazwa calej rodziny. Biatka SR charakteryzuja si¢ stabg rozpuszczalnoscia.
W komorkach ssakéw gromadza si¢ w jadrowej nukleoplazmie w postaci ziarnisto$ci
interchromatynowych i dopiero fosforylacja reszt serynowych w powtorzeniach SR nieco
zwigksza ich rozpuszczalno$¢. Rekombinowane ssacze biatka SR, wyrazane w systemach
bakteryjnych, pozostajg nierozpuszczalne w natywnych warunkach izolacji, chyba ze wyrazi
si¢ je w formie fuzji z wyzej wspomnianym bakteryjnym biatkiem MBP.

Cwiczenie ma na celu pokazanie na przyktadzie oczyszczania jednego z biatek SR:
* czym rozni si¢ oczyszczanie biatka w warunkach natywnych i denaturujacych,

 jakie moga by¢ zanieczyszczenia w przypadku oczyszczania biatek oddzialujacych
z kwasami nukleinowymi.

Cwiczenie sklada si¢ z trzech czesci:

a. 1zolacji ludzkiego rekombinowanego biatka SRSF1 (serine/arginine-rich splicing
factor 1) z bakterii E. coli. Rekombinowane SRSF1 opatrzone w znacznik 6xHis jest
wyrazane w komorkach bakteryjnych na wysokim poziomie, ale charakteryzuje si¢
znikomg rozpuszczalnoscia w buforach natywnych. Oczyszczanie biatka zostanie
wykonane w warunkach silnie denaturujacych przy uzyciu buforow zawierajacych 8§ M
mocznik. Zamiennie mozna byloby zastosowa¢ inny, jeszcze silniejszy, zwigzek
denaturujacy — chlorowodorek guanidyny w stezeniu 6 M.

b. 1zolacji ludzkiego rekombinowanego biatka SRSF1 z bakterii E. coli. Rekombinowane
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SRSF1 w formie fuzji z biatkkiem MBP jest wyrazane w komorkach bakteryjnych na
wysokim poziomie 1 charakteryzuje si¢ duza rozpuszczalno$cig w warunkach
natywnych, co pozwala na jego wydajne oczyszczenie w buforach niezawierajgcych
czynnika denaturujacego.

c. analizy otrzymanych preparatow biatkowych metoda elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych.

Ze wzgledu na to, ze oba warianty SRSF1 zawierajg inny znacznik (6xHis lub MBP), do
oczyszczania zostang wykorzystane inne zloza chromatograficzne. Do oczyszczenia SRSF1
w fuzji z 6xHis nalezy zastosowa¢ zloze Ni-NTA-agaroza (agaroza z unieruchomionymi
jonami Ni2* chelatowanymi kwasem nitrylotréjoctowym), natomiast biatko w fuzji z MBP
zostanie oczyszczone z wykorzystaniem zloza w postaci ziarenek agarozy
z unieruchomionymi czasteczkami amylozy.

Biatko 6xHis-SRSF1 1 MBP-SRSF1 migruja w zZelu poliakrylamidowym z SDS jako biatka
o masie czasteczkowej, odpowiednio, okoto 35 kDa 1 75 kDa.

PROCEDURA

Cwiczenie trwa 3 zajecia. Pierwszego dnia nalezy wykona¢ czeéé 2a, czyli przeprowadzié
oczyszczanie biatka 6xHis-SRSF1 z komorek bakterii E. coli w warunkach denaturujacych,
oraz przeprowadzi¢ indukcje ekspresji genu kodujacego biatko biatka MBP-SRSF1, opisana
w czeSci 2b. Drugiego dnia nalezy wykonaé czg$¢ 2b, czyli przeprowadzi¢ oczyszczanie
biatka MBP-SRSF1 z komorek bakterii E. coli w warunkach natywnych. Trzeci dzien jest
zarezerwowany na przeprowadzenie elektroforezy biatek metodag SDS-PAGE.

Uwagi ogolne:

1. Proby z obu izolacji bedg analizowane na jednym zelu elektroforetycznym.

2. Jesli nie zostalo podane inaczej, po pobraniu prob do analizy elektroforetycznej
wszystkie frakcje chromatograficzne nalezy zamrozi¢ i zachowa¢ do momentu
obejrzenia wynikow, na wypadek koniecznosci przeprowadzenia dodatkowej
elektroforezy.

3. Jesli nie zostalo podane inaczej, wirowania nalezy wykona¢ w mikrowirdowce przy
maksymalnych obrotach.

4. W czeSci 2a uzywa si¢ malych ilosci z16z chromatograficznych, ktore tatwo zgubic¢ na
poszczegolnych etapach. Nalezy postepowac z nim ostroznie, szczegolnie uwazajac,
aby po wirowaniu nie wciggna¢ pipeta zloza razem z usuwanym supernatantem.
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Czesc 2a

Oczyszczanie rekombinowanego bialka 6>XXHis-SRSF1
z komorek bakterii Escherichia coli w warunkach denaturujacych

Uwagi ogolne:

Wszystkie czynnosci nalezy wykonywaé¢ w temperaturze pokojowej.

Procedura wykonana przed ¢wiczeniami:

Do komorek bakterii E. coli, szczep BL21DE wprowadzono plazmid pET28a niosacy
sekwencje nukleotydowa kodujaca biatko SRSFI1. Takie bakterie hodowano w podtozu
ptynnym w temp. 37°C z wytrzasaniem. Gdy hodowla osiggneta ODeso0=0,8 (gestosé
optyczna mierzona spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 600 nm), pobrano czes¢ bakterii
jako probe nieindukowang, a w pozostate] hodowli indukowano ekspresj¢ SRSF1 przez
dodanie IPTG (izopropylo-B-D-galaktopiranozyd) do ostatecznego stezenia 0,4 mM.
Po 4 godz. ekspresji bakterie odwirowano i zamrozono.

Material biologiczny:

Osad bakterii E. coli wyrazajacych rekombinowane ludzkie biatko SRSF1, zawieszony przed
zajeciami w 5 ml PBS (50 mM fosforan sodu, pH 7,2; 150 mM NacCl) i poddany sonikacji
(3 razy po 30 sekund przy amplitudzie 40%).

Odczynniki:
1. © Nawazka imidazolu
2.  © Bufor B:

100 mM NaH>POq4

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
8 M mocznik

3. Bufor B z 1 M imidazolem:
rozpusci¢ otrzymang od prowadzacych nawazke imidazolu [1] w odpowiedniej
objetosci buforu B [2]
4.  ©50% zawiesina Ni-NTA-agarozy w buforze B (80 pl)
Bufor do ptukania:
bufor B z 20 mM imidazol

przygotowac przez zmieszanie odpowiednich ilosci buforu B [2] i buforuBz 1 M
imidazolem [3]

6. Bufor do eluc;ji:
bufor B z 250 mM imidazolem
przygotowac przez zmieszanie odpowiednich ilosci buforu B [2] i buforuBz 1 M
imidazolem [3]

15/31



9.

© Zakiad Biologii Molekularnej UW, 2023 r.

© Bufor Laemmliego 5x (zob. Zatacznik pkt 1.)

© Bufor PBS:
50 mM fosforan sodu, pH 7,2
150 mM NaCl

© Probka B0 — osad bakterii E. coli niepoddanych indukcji, zawieszony w PBS
homogenizowany metoda sonikacji.

10. © 100 mM PMSF w 96% etanolu

Wykonanie:

Uwaga!

Przed rozpoczeciem ¢wiczenia prosze sprawdzi¢ pH buforu B.
W razie potrzeby doprowadzi¢ pH do pozadanych wartosci.

(O8]

W

Z zawiesiny E. coli pobra¢ probke 20 ul, przenies¢ do probowki podpisanej B1

1 zachowac¢ do elektroforezy. Nastepnie zwirowac bakterie przez 10 min. Supernatant
odrzuci€.

Osad zawiesi¢ w 2 ml buforu B [2], przenies¢ do probowek o pojemnosci 2 ml

1 inkubowac¢ z mieszaniem przez 40 min. Odwirowac przez 10 min. Supernatant zebraé
do nowej 2 ml probéwki. Z supernatantu pobra¢ 20 ul, przenies¢ do probowki
podpisanej B2 1 zachowac¢ do elektroforezy.

Supernatant przenie$¢ do probowki z zawiesing Ni-NTA-agarozy [4].

Inkubowac ze ztozem przez 40 min. z mieszaniem, nastepnie odwirowac przez 1 min.
przy 2000 obr./min.

Pipeta zebra¢ supernatant (biatka niewigzace si¢ do ztoza) i odrzucic.

Ztoze przeptukac 3 razy po 1 ml buforu B [2]. Za kazdym razem kilkakrotnie delikatnie
wstrzasna¢ probowka 1 wirowac przez 1 min. przy 2000 obr./min. Nastgpnie pipeta
zebra¢ supernatant znad ztoza 1 odrzuci¢.

Ztoze przeptukaé¢ 1 ml buforu do ptukania [5]. Wirowac¢ j.w., pipeta zebra¢ supernatant
1 odrzuci€.

Biatko eluowac 4 porcjami po 80 pul buforu elucyjnego [6]. Wirowac j.w. 1 zebrac
frakcje elucyjne do nowych probowek. Z kazdej frakcji elucyjnej pobrac po 5 ul,
przenies¢ do jednej wspolnej probowki podpisanej B3 1 zachowac¢ do elektroforezy.
Nastepnie do probowek B1, B2 1 B3 doda¢ po 5 ul buforu Laemmliego 5x. Dodatkowo
do elektroforezy przygotowac probke kontrolng BO [9] otrzymang od prowadzacych.
Probka zawiera 20 pl zawiesiny bakterii po sonikacji. Probki do elektroforezy nalezy

przechowywa¢ w temperaturze -20°C.

Uwaga!

Jesli po dodaniu buforu Laemmliego kolor roztworu zmieni si¢ z fioletowego
na pomaranczowy, nalezy doda¢ krople NaOH.
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Czes¢ 2b

Oczyszczanie rekombinowanego bialka MBP-SRSF1
z komorek bakterii Escherichia coli w warunkach natywnych

Uwagi ogolne:

Wszystkie czynnosci nalezy wykonywa¢ w lodzie. Bufory i wszystkie proby nalezy
przechowywa¢ w lodzie.

Do wszystkich buforow dodac¢ bezposrednio przed uzyciem PMSF do stezenia 1 mM.
PMSF dodawac¢ tylko do takiej porcji buforu, jaka bedzie wykorzystana danego dnia.

Procedura wykonana przed ¢wiczeniami:

Dzien przed ¢wiczeniami zostata zatozona hodowla bakterii E. coli ER2523 (NEB Express)
stransformowana plazmidem pMAL-c5X-SRSF1 (¢cDNA kodujacy biatko SRSF1 potaczony
z wektorem pMAL-c5X) w pozywce LB z dodatkiem ampicyliny. Bakterie hodowano

w temp. 37°C z wytrzasaniem.

Material biologiczny:
Nocna hodowla E. coli ER2523 (NEB Express) zawierajacych plazmid pMAL-c5X-SRSF1.

Odczynniki:

1. © Pozywka LB:
0,5% ekstrakt drozdzowy

1% trypton
1% NaCl

© Stezony roztwor ampicyliny (1000x)

>

© Sterylny 10% roztwor glukozy

4. Pozywka LB z ampicyling 1 glukoza:
Doda¢ do 50 ml pozywki LB [1] st¢zonego roztworu ampicyliny do stezenia 1x [2]
oraz roztworu glukozy [3] do koncowego stezenia 0,2%

5. © 200 mM IPTG
6. © 1 M Tris-HCI, pH 7,5
7. © 5 M NaCl
8. © 0,5M EDTA
9. Bufor MBP:
20 mM Tris-HCI, pH 7,5
200 mM NacCl
1 mM EDTA
10. © Ztoze w formie kuleczek agarozowych z unieruchomionymi czgsteczkami

amylozy jako 50% zawiesina w buforze MBP
17/31



© Zakiad Biologii Molekularnej UW, 2023 r.

1. © Nawazki maltozy

12. Bufor elucyjny:
bufor MBP [9] zawierajacy 10 mM maltoze (m.cz. 342 g/mol)

13. © Odczynnik Bradforda

14. © Bufor Laemmliego 5% (zob. Zalacznik pkt 1.)

15. © 0,1% SDS

l6. © 20% etanol

17. © 100 mM PMSF w 96% etanolu

Wykonanie:

1. Zmierzy¢ warto$¢ ODesoo hodowli nocnej korzystajac ze spektrofotometru. Hodowle
przed pomiarem nalezy rozcienczy¢ 10x wodg. Optymalna objetos¢ zawiesiny
wprowadzanej do plastikowej kuwety wynosi 1 ml. Spektrofotometr nalezy poddac
kalibracji wykorzystujac wodg.

2. Do 50 ml pozywki LB zawierajacej ampicyling i glukozg¢ [4] nalezy sterylnie
wprowadzi¢ takg objetos¢ hodowli nocnej, by wartos¢ ODegoo w nowo zaktadane;
hodowli wynosita 0,2.

3.  Hodowle umiesci¢ w inkubatorze w temp. 37°C z wytrzasaniem. Warto$¢ ODsoo
sprawdza¢ co ok. 30 min. (przy pomiarze nie jest konieczne rozcienczanie hodowli)

1 doprowadzi¢ do osiggni¢cia wartosci ODgoo rownej 0,5.

4. Zachowujac sterylnos$¢ doda¢ IPTG [5] do koncowego stezenia 0,3 mM. Po 2 godz.
hodowli w temp. 37°C z wytrzasaniem przenie$s¢ hodowle do probdéwek typu Falcon
o pojemnosci 50 ml i zwirowac (4000x g, 20 min.), supernatant doktadnie usunac,

a osad zawiesi¢ 1 ml buforu MBP [9]. Zawiesin¢ bakterii zamrozic€ i zostawi¢ do
nastepnych zajec.

5. Rozmrozi¢ zawiesing bakterii 1 podda¢ sonikacji 6 razy po 15 sekund (15 sek. przerwy
miedzy pulsami sonikacji), pozostawiajgc probowke caty czas w lodzie.

6. W ten sposob uzyskany surowy lizat bakteryjny zwirowa¢ w mikrowirdwce przy
maksymalnych obrotach przez 10 min. Supernatant przenie$¢ do nowej probowki typu
Falcon, rozcienczy¢ go 7 razy buforem MBP [9] 1 umiesci¢ w lodzie. Pobra¢ 10 pl do
nowej probowki typu Eppendorf, oznaczy¢ jako C1 1 zachowac¢ do elektroforezy.

7.  Otrzymang od prowadzacych kolumne przeptuka¢ woda, odkreci¢ kranik 1 upewnic sie,
ze przeptyw jest dobry. W razie ktopotow, skonsultowac si¢ z osobg prowadzacg
zajecia. Umocowac kolumng w statywie.

8. Zamkna¢ kranik (zawsze przytrzymac¢ kolumne u wylotu druga reka, inaczej moze
peknacd jej szklana rurka) 1 wprowadzi€ ok. 0,5 ml zawiesiny ztoza [10]. Ztoze
przeptuka¢ 5 ml buforu MBP [9]. Wypusci¢ bufor kolumnowy tak, by menisk byt
mozliwie blisko powierzchni ztoza 1 zamkna¢ kranik.

9. Delikatnie wprowadzi¢ roztwor zawierajacy biatka z bakterii (pkt. 6) na ztoze.
Podstawi¢ pod kranik probowke typu Falcon.

10. Otworzy¢ kranik 1 ustawi¢ go tak, aby przepltyw roztworu przez kolumne byt mozliwie

wolny.
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Gdy menisk zblizy si¢ do powierzchni ztoza, podstawi¢ kolejng probowke typu Falcon
1 wprowadzi¢ do kolumny 1 ml buforu MBP [9].

Gdy menisk zblizy si¢ do powierzchni ztoza, wprowadzi¢ do kolumny 6 ml buforu
MBP [9] 1 kontynuowac plukanie ztoza.

Gdy menisk zblizy si¢ do powierzchni ztoza, zamkng¢ kranik 1 zatrzymac przeptyw
roztworu. Pod kolumne wstawi¢ statyw z 5 probowkami typu Eppendorf.

Do kolumny wprowadzi¢ 1 ml buforu elucyjnego [12] 1 odczeka¢ 3 minuty.

Otworzy¢ kranik 1 zebra¢ 5 frakcji po 0,5 ml (oznaczy¢ je jako C2-C6) uzupetniajac
bufor elucyjny w miar¢ jego ubywania.

Ustali¢ frakcje najbogatsza w biatko wykonujac test Bradforda. Na arkusz parafilmu

o wymiarach ok. 5 x 10 cm nakropli¢ 6 porcji odczynnika Bradforda [13] o objetosci
10 pl. Do pierwszej kropli doda¢ 10 pl buforu elucyjnego [12], a do kolejnych po 10 pl
frakcji C2-C6. Po ok. 7 minutach poréwna¢ barwe kropli zawierajacych frakcje C2-C6
w stosunku do kontroli (z buforem elucyjnym) i wybra¢ frakcje o najintensywniejszym
niebieskim zabarwieniu do dalszych prac.

Z wybranej frakcji pobra¢ po 10 ul do dwdch nowych probowek 1 zachowaé

do elektroforezy.

Do trzech proboéwek zawierajacych proby do elektroforezy (pkt. 6 [C1] 1 pkt. 17
[wybrana proba]) doda¢ po 3 ul buforu Laemmliego [14].

Przy uzyciu spektrofotometru Nanodrop okresli¢ widmo absorpcyjne frakcji elucyjnej
wybranej w wyniku testu Bradforda.

Przeprowadzi¢ regeneracj¢ ztoza w nastepujacy sposob:

- przeptukac ztoze 5 ml wody destylowane;]

- przeptuka¢ ztoze 5 ml 0,1% SDS [15]

- przeptuka¢ ztoze 1 ml wody destylowane;]

- przeplukac ztoze 5 ml buforu MBP [9]

Zamkna¢ kranik 1 wprowadzi¢ do kolumny 1 ml 20% etanolu [16]. Zawiesi¢ ztoze
korzystajac z pipety pasterowskiej 1 przenie$s¢ do probowki typu Falcon. Czynnos$¢
powtorzy¢€ 2 razy, aby wigkszo$¢ zloza zostata przeniesiona z kolumny do probowki.
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Czes¢ 2¢

Rozdzial elektroforetyczny uzyskanych preparatow bialek SR

Materialy i odczynniki:

© Mieszanina prebarwionych biatek wzorcowych (Zatacznik pkt 1.)

2. © Roztwér do barwienia zelu biekitem brylantowym Coomassie R-250 (CBB
R-250), do wielokrotnego uzycia:
0,2 % (w/v) CBB R-250 w roztworze woda:metanol:kwas octowy = 5:5:1

W

7,5% (v/v) kwas octowy
4. © Wzorzec wielkosci 100 bp DNA Ladder Plus
© Roztwor bromku etydyny

9,

Wykonanie:

1. Przeprowadzi¢ rozdziat elektroforetyczny uzyskanych lizatéw i frakcji elucyjnych
z poprzednich czg$ci ¢wiczenia (zob. Zatacznik pkt 1.) w 12% zelu
poliakrylamidowym. Nanie$¢ probki o obj. 10 ul w nastgpujacej kolejnosci:

B0, B1, B2, B3, C1, wybrana prébka sposrod C2-C6, wzorzec prebarwiony [1],
wzorzec wielko$ci DNA (5 ul) [4], wybrana probka sposrod C2-C6 o obj. 10 pl.

2. Po przeprowadzeniu elektroforezy zdjac¢ szybke bez wcigcia (z zaokraglonymi rogami)
1 pozostawi¢ zel na drugiej szybce z weigciem.

3. Korzystajac z szarej przekladki, przecia¢ zel migdzy Sciezka zawierajacg mieszaning
prebarwionych biatek wzorcowych a §ciezkg z wzorcem wielkosci DNA. Krawedz
przektadki nalezy przytozy¢ do powierzchni zelu 1 wcisnaé ku szybce, na ktorej lezy
zel. Nie nalezy jej przesuwac rownolegle do powierzchni szybki, poniewaz moze to
spowodowac poszarpanie zelu.

4. Czes¢ zelu zawierajacg mieszaning prebarwionych bialek wzorcowych umiesci¢
w roztworze z barwnikiem [2] 1 barwi¢ przez przynajmniej 20 minut.

5. Drugg czes¢ zelu umiesci¢ w roztworze z bromkiem etydyny [5] 1 barwic przez
przynajmniej 10 minut. Nastepnie zarejestrowac obraz przy uzyciu transiluminatora
UV.

6. Zel z pkt. 4. przetozy¢é do 7,5% kwasu octowego [3], aby odptukaé nadmiar barwnika.
W celu szybszego odbarwienia zelu odplukiwanie barwnika w 7,5% kwasie octowym

prowadzi¢ na gorgco (w temp. ok. 60-80°C).
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Cwiczenie 3
Oznaczanie aktywnosci ludzkiej topoizomerazy I
w ekstraktach jadrowych komorek HelL.a

WSTEP

Ludzka topoizomeraza | jest jadrowym enzymem katalizujacym reakcje relaksacji DNA.
Oznaczenie aktywnosci tego enzymu wykonuje si¢ badajac zdolno$¢ do relaksacji
superhelikalnego plazmidu przez kolejne rozcienczenia preparatu enzymu. W niniejszym
¢wiczeniu jednostke aktywnos$ci enzymu definiuje si¢ jako ilo$¢ topoizomerazy I potrzebng

do zrelaksowania w 50 procentach 50 ng plazmidu pBR322 w ciggu 30 min. w 37°C.

Cwiczenie polega na przygotowaniu ekstraktu jadrowego komorek HelLa i oznaczenie w nim
aktywno$ci topoizomerazy I 1 obliczeniu catkowitej aktywnosci otrzymanego preparatu.

Material biologiczny:
osad komorek HelLa S3 przeptukany buforem PBS i zamrozony

Uwaga!

Komorki HeLa nalezy traktowa¢ jak material biologiczny potencjalnie niebezpieczny.
Nalezy pracowaé¢ w rekawiczkach. Wszystkie naczynia majace kontakt z materialem
nalezy zala¢ po uzyciu Domestosem, jednorazowe plastiki zgromadzi¢ w koszu
przeznaczonym do utylizacji.

Odczynniki:

1. © BuforP2:
3 mM MgCl
1 mM EDTA
1 mM DTT
20 mM Tris-HCIL, pH 7,8
1 mM PMSF

2. © 10% Triton X-100 w buforze P2
© Sacharoza in substantia

4. Bufor P2 /0,88 M sacharoza:
rozpusci¢ 3 g sacharozy [3] w 10 ml P2 [1]

5 M Na(Cl

1 M Tris-HCI, pH 7,5
3 MKCI

1 M MgCl;

0,5M EDTA

(98]

O © N O W
© 0 © 0 O
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14,3 M B-merkaptoetanol

100 mM PMSF

bufor TAE

agaroza

preparat plazmidu pBR322 (50 ng/ul)
albumina (10 mg/ml)

bufor STOP:
27% sacharoza,
0,67% SDS,
67 mM EDTA,
Orange G

17. © roztwdr bromku etydyny

18. Bufor relaksacyjny:

Uwaga!

40 mM Tris-HCI, pH 7,5 [6]
120 mM KCl1 [7]

10 mM MgCl; [8]

0,1 mM EDTA [9]

10 mM B-merkaptoetanol [10]
1 mM PMSF [11]

© Zakiad Biologii Molekularnej UW, 2023 r.

Wszystkie czynnos$ci wykonywaé w lodzie, uzywajac schlodzonych probowek. Probowki
szklane i gilzy nalezy dopasowac¢ wagg i schlodzi¢ w lodowce. Nast¢pnie schlodzié¢
wirowki Heraeus. Do buforu P2 doda¢ bezposrednio przed uzyciem PMSF do stezenia

1 mM.

Wykonanie:

A. Przygotowanie ekstraktu jadrowego komorek HelL a.

1. Osad komérek HelLa zawiesi¢ w 20 ml buforu P2 [1], doda¢ 100 ul roztworu Tritonu
X-100 w P2 |2]. Przenie$¢ do homogenizatora Pottera i homogenizowa¢ za pomoca
20 uderzen ttoka teflonowego.

2. Roztwor przenies¢ do szklanej probowki, podwarstwi¢ 10 ml buforu P2/sacharoza [4]
1 wirowa¢ przez 20 min. przy 5 tys. obrotow w schlodzonej wirowce.

3. Nalezy zaobserwowac resztki niezlizowanych komorek na granicy faz bufor/sacharoza.
Supernatant odrzucié, a osad jader przeptuka¢ pipetujac 10 ml buforu P2.

4. Odwirowac¢ przez 10 min. przy 5 tys. obrotow. Supernatant odrzucic.
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5. Osad zawiesi¢ w 0,5 ml buforu P2, starannie zmierzy¢ objetos¢ probki 1 doda¢ NaCl [5]
do stezenia 0,42 M. Ekstrakcje¢ prowadzi¢ przez 30 min. w lodzie z mieszaniem na
kotysce. Po zakonczeniu ekstrakcji catg zawarto$¢ proboéwki przenies¢ do nowe;j
probowki Eppendorfa.

6. Odwirowa¢ przy maksymalnych obrotach w schtodzonej wir6wce na probowki
Eppendorfa przez 10 min. Zebra¢ supernatant, ktory stanowi frakcje ekstraktu jgdrowego.
Zamrozi¢ do nast¢pnych ¢wiczen.

7. Przygotowac bufor relaksacyjny [18] 1 schiodzié.

B. Oznaczanie aktywnosci topoizomerazy I:

1. Pobra¢ 1 ml buforu relaksacyjnego [18], doda¢ albuminy [15] do stezenia 0,1 mg/ml.

2. Do 6 probowek Eppendorfa oznaczonych R1-R6 przenies¢ po 5 pl plazmidu pBR322
[14]. Do proby stanowigcej kontrole (R1) doda¢ 5 pul buforu relaksacyjnego z albumina.

3. W 5 nowych proboéwkach Eppendorfa (E2-E6) przygotowac¢ nastepujace rozcienczenia
ekstraktu jadrowego w buforze relaksacyjnym z albuming: 20x (E2), 40x (E3), 80x (E4),
160x (ES), 320x (E6).

4. Do proboéwek z plazmidem (R2-R6) dodawac¢ po 5 ul kazdego z rozcienczen ekstraktu
jadrowego (E2-E6).

5. Probowki zwirowac przez 20 sek. 1 inkubowac¢ przez 30 min. w tazni wodnej w 37°C.
Nastepnie zwirowac ponownie 1 doda¢ po 5 ul buforu STOP [16].

6. Przeprowadzi¢ rozdzial elektroforetyczny probek w 1,4% zelu agarozowym (zob.
Zalacznik pkt 2.), pozwalajac wyjs¢ barwnikowi poza zel. Po zakonczeniu
elektroforezy, DNA w zelu zabarwi¢ w roztworze bromku etydyny [17], wykona¢ zdjecie
1 oceni¢ aktywno$¢ enzymu.
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Zalacznik

1. Elektroforeza bialek w zelu poliakrylamidowym zawierajacym SDS (SDS-PAGE)

Uwagi ogolne:

1.Akrylamid przed polimeryzacjq jest silnie trujacy. Nigdy nie pipetowa¢ ustami.
Wszystkie czynnosci z akrylamidem wykonywac¢ tylko w rekawiczkach.

2.0pary kwasu octowego sa trujgce. Nigdy nie pipetowac ustami st¢zonego kwasu.
Odbarwianie zZelu przeprowadza¢ pod wlaczonym wyciggiem chemicznym.

Odczynniki:

1. © Mieszanina monomerow:
30% (w/v) akrylamid
0,8% (w/v) N,N"-metylenobisakrylamid

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

0,625 M Tris-HCI, pH 6,8

1% (w/v) SDS

10% (w/v) nadsiarczan amonowy (APS)
N,N,N',N'-tetrametylenodiamina (TEMED)

Bufor do elektoforezy (pH 8,3):
0,025 M Tris
0,192 M glicyna
0,1% (w/v) SDS

8. © Mieszanina biatek wzorcowych (BR; broad-range) w buforze Laemmliego 1x:

220 kDa

116 kDa

97 kDa

66 kDa

45 kDa

31 kDa

22 kDa

15 kDa

7 kDa

9. ©® Mieszanina bialek wzorcowych prebarwionych w buforze Laemmliego 1x:
250 kDa
130 kDa
100 kDa
70 kDa
55 kDa
35 kDa
25 kDa
15 kDa
10 kDa

A
© © © © © ©
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10. ® Bufor Laemmliego 5x:

0,325 M Tris-HCI, pH 6,8

10% (w/v) SDS

50% (w/v) glicerol

5% (v/v) B-merkaptoetanol

0,05% (w/v) bigkit bromofenolowy

11. © Roztwor do barwienia biatek (do wielokrotnego uzycia):

0,2% (w/v) biekit Coomassie R-250 w roztworze woda:metanol:kwas
octowy 5:5:1

12. 7,5% (v/v) kwas octowy

Wykonanie:

l.

Ztozy¢ ze sobg dwie czyste (przetarte etanolem) 1 suche ptytki szklane przedzielone
szarymi przekladkami. Jedna z plytek powinna by¢ ustawiona wcigciem ku gorze, zas
druga z ptytek, dwoma zaokraglonymi rogami na dot. Wokot tej drugiej powinna by¢
owinigta pomaranczowa uszczelka zgrubieniem do $srodka (migdzy ptytkami).
Krawedzie gorne plytek powinny by¢ na tej samej wysokosci, ale przektadki

1 uszczelka moga wystawac powyzej gornych krawedzi plytek. Tak przygotowany
komplet szybek ustabilizowa¢ czterema duzymi biatymi klamrami (dwie na dole 1 po
jednej na kazdym boku). Migdzy szybki wlozy¢ bialy grzebien z 10 zgbkami.
Zaznaczy¢ markerem na szybce punkt ok. 3 mm ponizej dolnej krawedzi zabkoéw
grzebienia. Delikatnie wyciggna¢ grzebien.

Przygotowa¢ odpowiedni zel (10-12%) mieszajac ze sobg roztwory wg kolejnosci
w tabeli ponizej. Uwaga! TEMED zawsze dodawa¢ na chwile przed wlaniem
mieszaniny do przestrzeni mi¢dzy plytkami.

Roztwor 10% 10% 12% 12% 4% 4%

1 zel 2 zele 1 zel 2 zele 1 zel 2 zele
Mieszanina monomerow [1] 2,00ml | 4,00ml  2,40ml 4,80 ml | 0,20 ml | 0,40 ml
Woda dejonizowana 1,9Oml | 3,80 ml 1,50 ml | 3,00 ml 0,90 ml | 1,80 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 [2] 1,50ml | 3,00 ml | 1,50 ml | 3,00 ml - -
0,625 M Tris-HCI, pH 6,8 [3] - - - - 0,30 ml | 0,60 ml
1% SDS [4] 0,60ml | 1,20ml | 0,60 ml | 1,20 ml | 0,15 ml | 0,30 ml
10% APS [5] 40 pl 80 ul 40 pl 80 ul 20 ul 40 pl
TEMED [6] Sul 10 ul S5ul 10 ul Sul 10 ul

3. Mieszaning wla¢ miedzy ptytki szklane ustawione na bibule az do poziomu
zaznaczonego uprzednio na plytce. Na powierzchni¢ roztworu ostroznie nawarstwic

wode na wysokos$¢ ok. 1 cm. Tak przygotowany 10 lub 12% zel rozdzielajacy

pozostawi¢ do polimeryzacji (okoto 30 minut w temperaturze pokojowej, powinna
pojawic¢ si¢ wyrazna granica mi¢dzy spolimeryzowanym zelem a warstwa wody).
Nastepnie wyla¢ wode znad zelu.
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Pod koniec polimeryzacji zelu rozdzielajacego przygotowac 4% zel zageszczajacy
mieszajac ze sobg roztwory wg kolejnosci w tabeli powyzej. Uwaga! TEMED zawsze
dodawa¢é na chwile przed wylaniem zelu.

Mieszaning nawarstwi¢ na zel rozdzielajacy do krawedzi szybki z wcigciem. Wsuna¢
grzebien 1 tak przygotowany zel zatezajacy pozostawi¢ do spolimeryzowania
(ok. 30 min. w temperaturze pokojowej).

Ostroznie wyciggnac¢ grzebien, a nastgpnie trzymajac plytki, zdja¢ klamry 1 gumowa
uszczelke.

Umiesci¢ zel w aparacie (ptytka z wcigciem do $rodka aparatu), ptytki umocowac
w aparacie malymi bialymi klamrami. Wla¢ bufor do elektroforezy [7] do dolnego
1 gbrnego zbiornika.

Kieszonki w zelu przeptuka¢ buforem do elektroforezy [7].

Probki do elektroforezy (takze mieszaning bialek wzorcowych [8 lub 9] otrzymang
od prowadzacych) zawierajace bufor Laemmliego [10] ogrzewac przez 3 min. w 100°C.

Po zwirowaniu 1 schtodzeniu do temperatury pokojowej probki nanie$¢ na zel.

Wiaczy¢ chtodzenie aparatu do elektroforezy (lekko odkreci¢ kran) i podiaczy¢ aparat
do zasilacza (elektroda ujemna od strony kieszonek, elektroda dodatnia od dolne;j
krawedzi zelu).

Elektroforeze prowadzi¢ przy napieciu okoto 100 V do czasu przesunigcia si¢ barwnika
do dolnej krawedzi zelu (ok. 1,5 godz.).

Wyjac ptytki z zelem z aparatu, wyjac przektadki 1 roztozy¢ plytki (delikatnie
podwazajac jedng z nich). Odciaé zel zageszczajacy (ze studzienkami).

Zel umiesci¢ w naczyniu z roztworem do barwienia bialek [11].
Biatka barwi¢ przez 20 min. (lub dtuzej).

Wyjac¢ zel z roztworu do barwienia [11] 1 odbarwia¢ go poprzez kilkukrotne plukanie
w 7% kwasie octowym [12] na gorgco (okoto 60-80°C) pod wyciagiem chemicznym.
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2. Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Uwagi ogolne:

Bromek etydyny jest silnym mutagenem i trucizng. Nalezy zalozy¢ rekawiczki przed
kazdg pracg z roztworami zawierajacymi bromek etydyny.

Promieniowanie ultrafioletowe (UV) jest niebezpieczne i nalezy go unikaé. Zele nalezy
oglada¢ w UV po przykryciu ich plytka szklang.

Odczynniki:
1. ® Agaroza (w proszku)

2. © Bufor do elektroforezy TAE 1x:
40 mM Tris-octan, pH 7,6
1 mM EDTA,

3. © Roztwor bromku etydyny (1 pg/ml)

Wykonanie:
Odwazy¢ 0,7 g agarozy [1] potrzebnej do przygotowania 50 ml 1,4% zelu.

2. Do odwazonej agarozy [1] doda¢ bufor do elektroforezy TAE 1x [2] 1 ogrzad
w kuchence mikrofalowej do rozpuszczenia si¢ agarozy.

Ztozy¢ aparacik do elektroforezy (wtozy¢ przektadki i grzebien).

4.  Po schtodzeniu agarozy, przygotowac zel o grubosci ok. 0,5 cm (ok. 40 ml agarozy)
1 pozostawi¢ go do zastygniecia.

5. Usung¢ przektadki i grzebien, zala¢ zel buforem. Podlaczy¢ aparat do zasilacza
(elektroda ujemna od strony studzienek, elektroda dodatnia od dolnej krawedzi zelu)
1 sprawdzi¢, czy ptynie prad.

6. Odlaczy¢ aparat od zasilacza. Probki zawierajace barwnik do elektroforezy oranz G
(lub bufor STOP) nanies$¢ na zel i ponownie podlaczy¢ aparat do zasilacza.

7. Prowadzi¢ elektroforeze przy napigciu 100 V.

Wyjacé zel z aparatu 1 wlozy¢ do naczynia z roztworem bromku etydyny [S]. DNA
barwi¢ przez ok. 15 min.

9. Zel obejrze¢ w $wietle UV, korzystajac z transiluminatora. Jesli potrzeba (gdy zel
mocno $wieci) odbarwi¢ go ptuczac w wodzie destylowane;.
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3. Urzadzenie FPLC

Chromatografi¢ mozna w duzej mierze przyspieszy¢ 1 zautomatyzowac dzigki wykorzystaniu
urzadzenia FPLC (ang. fast protein/performance liquid chromatography). Jest to system
ztozony z:

* pomp tloczacych bufory,

* zaworow przelaczajacych bieg roztworéw w urzadzeniu,
* kolumn zawierajacych ztoze chromatograficzne,

* detektorow monitorujgcych parametry wycieku,

* kolektora frakcji.

System FPLC jest w pelni sterowany przez komputer. Po recznym podiaczeniu butelek
zawierajacych odpowiednie roztwory, naniesieniu probki biatek poddawanych
chromatografii 1 zaprogramowaniu przebiegu do§wiadczenia w programie komputerowym,
mozna rozdzieli¢ biatka w trybie automatycznym. Ze wzgledu na to, ze do urzadzenia FPLC
sg podiaczone kolumny z réznymi ztozami, mozna przeprowadzi¢ zarbwno sgczenie
molekularne, jak 1 chromatografi¢ jonowymienng (z wykorzystaniem kationitu lub anionitu),
a nawet chromatografi¢ powinowactwa. Urzadzenie FPLC mozna wi¢c uznac¢ za bardzo
uniwersalny system do oczyszczania biatek.

Bufor Al \ ‘;‘e" | (n?:lfsk?(l;ggl:));l) |
@—> Pompa A ,
suforA2 V' o AL2 | T | 2 o®
(lub p;rbc'::tk:s_:l)duiej 5\* S ‘;,\Q'
> A > Z" macas0ps) || 3 ——>@—> Detektor UV

Bufor B

Pompa B

Petla do nanoszenia
probek (obj. | ml)

\V

| Mono Q
4 | (maks. 650 psi)

|

Konduktometr

8

ENrich SEC 70
(maks. 550 psi)

|

!

Kolektor frakeji | | Zlewki

Schemat konfiguracji urzadzenia FPLC w Zaktadzie Biologii Molekularne; UW.
Czarnymi kropkami oznaczono zawory.

Do urzadzenia mozna podiagczy¢ butelki z trzema rodzajami roztwordéw (bufor A1, A2 1 B).
Wyboru migdzy buforami A1 1 A2 dokonuje si¢ ustawiajac, za pomocg komputera, zawor
SV 5-4 w odpowiedniej pozycji. Zamiast buforu A2 mozna takze podiaczy¢ butelke lub
probowke z duza objetosciag preparatu zawierajacego biatko poddawane preparatyce (zwykle
powyzej 5 ml). Sklad roztworow ttoczonych przez pompy A i B jest $cisle uzalezniony od
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typu zloza chromatograficznego stosowanego w doswiadczeniu. Jesli jest to IMAC (ang.
immobilized metal ion affinity chromatography; zwykle ze ztozem niklowym), najczesciej
do pompy B podtacza si¢ bufor wzbogacony o imidazol (w celu przeprowadzenia elucji
imidazolem). Jesli urzadzenie FPLC ma by¢ wykorzystane do chromatografii
jonowymiennej, zwykle do pompy A podiacza si¢ roztwor niezawierajacy soli, zas§ do pompy
B podobny bufor zawierajacy 1 M NaCl lub KCl (wéwczas przeprowadza si¢ elucj¢ przez
zwigkszenie sily jonowej). Stosunek ilosciowy roztworow ttoczonych przez obie pompy
takze ustala si¢ w programie komputerowym. Na przyktad, majac podtaczony roztwor 1 M
NaCl do pompy B, mozna zaprogramowac¢ urzadzenie tak, by w ciggu 10 min. zwigkszyto
udziat roztworu z pompy B od 0% do 100%. Bedzie to oznaczalo, ze stgzenie NaCl w calym
urzadzeniu bedzie wzrastalo w ciggu 10 min. od 0 M do 1 M. Istotne jest, aby w rurkach
urzadzenia nie pojawialy si¢ pecherzyki powietrza, stad kazdy roztwor podlaczony do
urzadzenia jest uprzednio filtrowany 1 odpowietrzany (np. przez sterylizacj¢ w autoklawie).

Do nanoszenia matej objetosci probki wykorzystuje si¢ strzykawke. W tym przypadku
probke nalezy wprowadzi¢ do tzw. petli, z ktorej po przetaczeniu zaworu za posrednictwem
komputera wprowadza si¢ roztwor zawierajacy biatka do urzadzenia FPLC.

Oczywiscie przed naniesieniem probki biatka (z pompy A lub petli) nalezy wybraé
odpowiednig kolumne do zaplanowanego doswiadczenia. Do tego stuza zawory AVR 9-8,
do ktorych podiaczone sg cztery rodzaje kolumn:

- [port 2] profinity IMAC: zloze niklowe umozliwiajgce oczyszczanie biatek ze znacznikiem
histydynowym (maksymalne cis$nienie 40 psi)

- [port 3] ENrich S: kationit umozliwiajacy oczyszczenie bialek natadowanych dodatnio

w danych warunkach pH (maksymalne ci$nienie 450 psi)

- [port 4] Mono Q: anionit umozliwiajacy oczyszczenie biatek natadowanych ujemnie w
danych warunkach pH (maksymalne ci$nienie 650 psi)

- [port 8] ENrich SEC 70: ztoze do saczenia molekularnego bialek w zakresie 0,5-70,0 kDa
(maksymalne ci$nienie 550 psi)

Biatka po przej$ciu przez kolumng lub po elucji spowodowanej zmiang roztworu

w urzadzeniu FPLC trafiajg do detektora UV, ktéry rejestruje absorbancje przeptywajacego
przez niego roztworu. Dzigki temu operator urzadzenia wie o tym, ze u wylotu urzadzenia
FPLC jest probka zawierajaca biatka 1 moze jg skierowa¢ do kolektora frakcji w celu
zachowania preparatu do dalszych analiz.

Dodatkowym miernikiem bgdacym czescig urzadzenia FPLC jest konduktometr, ktory
przeprowadza pomiary przewodnictwa elektrycznego roztworu. Umozliwia to Sledzenie
zmiany stezenia soli w urzgdzeniu FPLC.

30/31



© Zakiad Biologii Molekularnej UW, 2023 r.

Po co s3 te substancje w roztworach stosowanych podczas ¢wiczen?

Woda — podstawowy rozpuszczalnik stosowany w biologii molekularnej

Tris (w formie Tris-HCI, Tris-octan, Tris-glicyna) — substancja buforujaca, utrzymuje pH roztworu (7-8)
Glicyna (w formie glicyna-HCI) — substancja buforujaca, utrzymuje pH roztworu (2-3)

NaH:;PO4, KH2PO4, Na;HPO4, KxHPQ4 — substancja buforujaca, utrzymuje pH roztworu (7-8)

NaCl, KCI - substancja zapewniajgca sit¢ jonowg roztworu (takze ci$nienie osmotyczne)

SDS — dodecylosiarczan sodowy, mocny anionowy detergent, uptynniajacy wszystkie btony komorkowe
1 denaturujacy bialka, nadajacy im ujemny tadunek wypadkowy

Triton X-100 — eter polimeru glikolu polietylenowego (PEG) 1 p-tert-oktylofenolu, tagodny niejonowy
detergent, uptynniajacy blony komoérkowe 1 niedenaturujacy biatek

p-merkaptoetanol (B-ME) — substancja redukujaca, m.in. mostki dwusiarczkowe w biatkach
Ditiotreitol (DTT) — substancja redukujaca, m.in. mostki dwusiarczkowe w biatkach
Fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF) — nieodwracalny inhibitor peptydaz serynowych 1 cysteinowych

EDTA - substancja hamujaca nukleazy poprzez wymiareczkowanie z roztworu ich kofaktorow — kationow
dwuwarto$ciowych, np. Mg2*

Imidazol — substancja wspotzawodniczaca z resztami histydyn o miejsca wigzace na Ni-NTA-agarozie
Mocznik — substancja lizujagca komorki 1 denaturujgca biatka

Akrylamid (i N,N'-metylenobisakrylamid) — substancje wytwarzajace, w wyniku polimeryzacji,
usieciowany poliakrylamid

Nadsiarczan amonu (APS) — inicjator wolnych rodnikow niezbgdnych do rozpoczecia polimeryzacji
akrylamidu

N,N,N',N'-tetrametylenodiamina (TEMED) — katalizator polimeryzacji akrylamidu i N,N'-
metylenobisakrylamidu

NaOH - substancja do zobojetnienia mocno zakwaszonych probek przed elektroforeza

Glicerol, sacharoza — substancje obcigzajace probke do elektroforezy

Blekit bromofenolowy — ciemnofioletowy barwnik migrujacy do anody w trakcie SDS-PAGE

Blekit Coomassie R-250 — barwnik tworzacy niebieskie kompleksy z biatkami

Kwas octowy — substancja do usuwania nadmiaru barwnika po barwieniu biatek w Zelu poliakrylamidowym
Agaroza — substancja wytwarzajaca, po utworzeniu na goraco roztworu i ostudzeniu, usieciowany zel
Orange G — pomaranczowy barwnik migrujacy do anody w trakcie elektroforezy w zelu agarozowym
Bromek etydyny — barwnik tworzacy z DNA kompleksy §wiecace w UV na pomarahczowo

IPTG — izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd, analog laktozy, induktor ekspresji gendw bedacych pod
kontrolg promotora laktozowego

MgCl; — s6l o duzym znaczeniu dla utrzymania integralnosci btony jadrowej i chromatyny, jony magnezu sg
takze kofaktorami nukleaz

Albumina — biatko stuzace do stabilizacji innych biatek w ich rozcienczonych roztworach

31/31


http://pl.wikipedia.org/wiki/Etery
http://pl.wikipedia.org/wiki/Polimery
http://pl.wikipedia.org/wiki/Glikol_polietylenowy
http://pl.wikipedia.org/wiki/Fenol

