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Przedmowa

Zasadniczym celem opracowania skryptu byla chec przyjscia z pomoca studentom Wydziatu
Farmaceutycznego AM w Bialymstoku w zrozumieniu istoty doswiadczen wykonywanych na
¢wiczemach z biochemii. Skrypt zawiera ¢wiczenia opracowane na podstawie literatury oraz
doswiadczen asystentow i technikow Zakladu Biochemii Farmaceutycznej AM w Biatymstoku.

.Pragne podzickowa¢ wspotautorom skryptu: mgr. Leszkowi Arciuchowi, lek med. Zbigniewowi
Kontuszowi i1 mgr Katarzynie Rostkowskiej Za pomoc w opracowaniu czgsci cwiczen, plastyczce
Instytutu Chemii AMB Ninie Zdanuk za wspotudziat w opracowaniu rycin i schematéw oraz
st.tech.med. Elzbiecie Lipczynskiej i st.tech.med. Jolancie Zawadzkiej za cenne uwagi techniczne
dotyczace poszczegélnych éwiczen.

Na zakonczenie przypadt mi mity obowiazek podzigkowania recenzentom, prof.dr hab. Stawomirowi
Strumito i prof.dr hab. Krzysztofowi Worowskiemu, ktorzy bardzo wnikliwie przeanalizowali tekst i
zaproponowali cenne zmiany.

Zdajg sobie sprawg z tego, iz mimo wysitkow autorow i recenzentéw skrypt nie jest doskonaty i
mozna poprawic jego tres¢ i forme. Przeto zwracam si¢ do czytelnikoéw z uprzejma prosba o zgtaszanie
uwag i propozycji dotyczacych ¢wiczen z biocheniii i niniejszego skryptu asystentom i kierownikowi
Zakladu Biochemii Farmaceutycznej AMB.

Prof.dr hab. Krzysztof Zwierz
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Regulamin pracowni

1. Do ¢wiczen praktycznych z biochemii bedzie dopuszczony tylko ten student, ktéry zna cel
¢wiczenia, wie co bedzie robil i potrafi uzasadni¢ celowosé zaproponowanego przez siebie
postgpowania.

2. Student powinien zna¢ materiat seminaryjny biezacego ¢wiczenia i poprzednich éwiczen.

3. Przed wejSciem do pracowni nalezy natozy¢ fartuch ochronny i migkkie obuwie. Do pracowni
zabra¢ jedynie rzeczy niezbedne, jak instrukcje do éwiczen i materialy pismienne.

4. W pracowni nalezy unika¢ zbgdnych rozméw, nie wolno spozywaé pokarméw i napojow.
5. Palenie papierosow jest dozwolone wytacznie w miejscach do tego wyznaczonych.

6. Przed przystapieniem do ¢wiczen student powinien by¢ poinformowany, gdzie znajduja si¢
5% NaHCO, i 1% kwas octowy, sluzgce do neutralizacji mocnych kwaséw i zasad.

7. Wykonujac doswiadczenia nalezy oszczgdnie uzytkowaé odczynniki chemiczne. Do doswiadczen
bra¢ mozliwie malo substancji i odczynnikow (najlepiej tyle ile jest podane w instrukcji do
wykonywanego doswiadczenia lub w/g wskazdwek osoby prowadzacej éwiczenia). Nie wolno
zlewa¢ odczynnikoéw z powrotem do butelek, ani tez zamieniaé korkow i pipet.

8. Nalezy dbac o czystos¢ miejsca pracy. Na stole i na potkach z odczynnikami powinien panowaé
porzadek. Rozlane kwasy natychmiast zneutralizowa¢ 5% NaHCO,, a zasady 1% kwasem octowym,
a nastgpnie umy¢ woda.

9. Wszelkie odpadki stale (papier, szklo) nalezy wrz:.ca¢ do kamionek, natomiast stezone kwasy i
zasady wylewa¢ do zlewu na biezaca wode.

10. Wszelkie prace z substancjami fatwopalnymi, lotnymi oraz stezonymi kwasami i zasadami nalezy
wykonywa¢ pod wyciagiem i z zachowaniem szczegolnych srodkow ostroznosci. Stezonych kwasow
i zasad, trucizn oraz roztworow lotnych nie wolno aspirowa¢ ustami. Zuzyte odczynniki wylewaé do
‘zlewu w taki sposob, aby unikna¢ poparzenia przez odbite od $cianek zlewu krople ptynu.
Natychmiast sptukiwac zlew biezaca woda. Plynami tatwopalnymi postugiwaé si¢ gdy palniki
gazowe s zgaszone 1 nie ma innych zrodel otwartego ognia. Po uzyciu ptyndw naczynia szczelnie
zamykac.

11. W przypadku poparzenia lub skaleczenia (zwlaszcza w oparzeniach oczu) natychmiast zglosi¢ osobie
prowadzacej ¢wiczenia. W przypadku poparzenia pltynami zracymi (stgzone kwasy lub zasady)
natychmiast obficie zmy¢ oblang powierzchnig ciala woda wodoeciggows i zgtosi¢ osobie
prowadzacej ¢wiczenia. Nastgpnie zobojetnic: kwasy 5% NaHCO,, a zasady 1% kwasem octowym.

12. Nalezy umiejetnie korzystac z instalacji gazowej. Przy zapalaniu palnika gazowego nalezy najpierw
zamkna¢ doptyw powietrza, nastgpnie zblizy¢ zapalong zapatke do wylotu kominka i powoli
otworzy¢ kurek gazowy. Nastepnie uregulowaé doplyw powietrza (ptomien nie powinien huczec i
kopci€). Niepotrzebny palnik nalezy natychmiast zgasi.




t3. W razie zapalenia si¢ mieszaniny reakcyjnej, stotu lub fartucha ochronnego natychmiast zawiadomi¢
osob¢ prowadzaca Cwiczenia i gasi¢ przykrywajac ogien kocem gasniczym (koc wisi na $cianie w sali
¢wiczeniowej). Studenci z diugimi wlosami musza je zabezpieczy¢ czepkiem ochronnym.

14. Po ukoiczeniu éwiczenia kazdy student powinien uporzagdkowaé swoje stanowisko pracy,
umy¢ szklo laboratoryjne oraz umiesci¢ butelki z odczynnikami i pojemniki z substancjami na
wiasciwym miejscu, sprawdzi¢ czy zamknigte sa kurki gazowe i zakrecone krany wodne i
zameldowa¢é o wykonaniu zadania osobie dyzurnej. Dyzurny melduje o uporzadkowaniu
stanowisk pracy swojej grupy osobie prowadzacej ¢wiczenia.
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Cwiczenie 1

Temat: Otrzymywanie frakcji podkomérkowych

Podstawy teoretyczne

1. Budowa komorki zwierzecej.

2. Organella komoérkowe - ich identyfikacja enzymatyczna i mikroskopowa.
3. Zasady izolowania enzymow.

Literatura

1. Harper H.A. i wsp., (1983): Zarys chemii fizjologicznej, PZWL, Warszawa, s. 77-78.

2. Witwicki J., Ardelt W. (red.), (1984): Elementy enzymologii, PWN, Warszawa, s. 225-272.

3. Ostrowski K., Kawiak J. (red.), (1985): Cytofizjologia. Podrecznik dla studentéw medycyny,
PZWL, Warszawa, s. 80-84.

4. Stryer L., (1986): Biochemia, PWN, Warszawa, s. 162-164, 254, 490-491, 767-774.

Cel éwiczenia

1. Izolowanie frakcji lizosomalnej z homogenatu watroby szczura metoda wirowania réznicowego.
2. Uwolnienie enzymow lizosomalnych, w tym N-acetylo-B-heksozoaminidazy.
3. Poréwnanie obrazéw mikroskopowych réznych frakcji podkomérkowych watroby szczura.

Odczynniki
1) 250 mM sacharoza (lodowato zimny roztwor),
2) 0,2% Triton X-100 w 250 mM roztworze sacharozy,
3) eter etylowy do narkozy.

Wykonanie

1. Pozyskanie tkanek

Szczura uspié eterem. Wypreparowaé watrobe i nerki i po perfuzji watrobe zhomogenizowa¢, a nerki
zamrozié, oraz dalej postepowaé w/g schematu na ryc.1..
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TKANKA

HOMOGENIZACJA
v

HOMOGENAT
C WIROWANIE (900 x g przez 10 min.)
——-’/ A

PLYN NADOSADOWY L
frakcja pojadrowa

OSAD L.
frakcja jadrowa C WIROWANIE (10000 % g przez 20 min.)

|

PLYN NADOSADOWY Il
OSAD II. frakcja cytoplazmatyczno-mikrosomalna

frakcja mitochondrialno-lizosomalna

i REHOMOGENIZACJA
REHOMOGENIZACJA (bez Tritonu X-100) (z TritonemX-100)

REHOMOGENAT OSADU IL REHOMOGENAT OSADU I1.
bez Tritonu X-100 z Tritonem X-100
WIROWANIE

WIROWANIL (12000 x gprzez 15 min.) (12000 x g
| |/ przez 15 min.)

OSAD I1LA OSAD III.B

PLYN PLYN
NADOSADOWY IILA NADOSADOWY I11.B

Ryc. 1. Schemat otrzymywania N-acetylo-p-heksozoaminidazy frakcji lizosomalnej watroby szczura.




2. Przypotowanie lizosomow

Z kaidej frakgji, wyréinionej wyttuszczonym drukiem, naleiy odebraé 1 mi (z frakgji osadu 1 - 0,1
ml) do oznaczenia aktywnosci enzymu i stetenia biatha i zamrozié. Oznaczanie aktywnosci
enzymatycznej i steienia biatka bedzie wykonane podczas éwiczenia 2.

W homogenizatorze szklanym z teflonowym tlokiem zhomogenizowaé 8 g uprzednio rozdrobnionej
watroby szczura w 72 ml lodowato zimnej 250 mM sacharozy. Zmierzyé objetos¢ homogenatu, a 1 ml
odebra¢ do oznaczen i zamrozi¢. Homogenat odwirowaé przy 900 x g przez 10 minut w temperaturze
0-4°C (1000 obrotow, wirdwka 7-52). Zmierzy¢ objetosé esadu I (frakcja zawierajaca jadra, strzepki
{ tkanki facznej i czgSciowo rozbite komérki), odebra¢ 1ml i zamrozié. Zmierzy¢ objetosé ptynu I nad
| osadem, odebra¢ 1 ml i reszt¢ wirowaé przy 10.000 x g przez 20 minut (12.000 obrotéw, wirdwka
Unipan typ 310). Do dalszych do$wiadczen zachowaé osad H (frakcja mitochondrialno-lizosomalna).
Zmierzy¢ objetos¢ plynu 11 nad osadem (frakcja cytoplazmatyczno-mikrosomalna), a nastgpnie odebraé
1 ml i zamrozi¢. Otrzymany osad 1 zawiesi¢ przez rehomogenizacj¢ w minimalnej ilosci (ok. 0,8 ml)
250 mM lodowato zimnej sacharozy, zmierzy¢ objeto$¢ i odebraé 0,1 ml na oznaczenie aktywnosci
enzymatycznej i biatka. '

3. Uwolnienie enzyméw lizosomalnych

Zawiesing frakcji mitochondrialno-lizosomalnej rozla¢ do dwéch plastykowych probowek o
pojemnosci 1,5 ml. Oznakowac je odpowiednio A i B. Zawarto$¢ probowki A rozctenczy¢ przez
rehomogenizacj¢ rowna iloscia 250 mM sacharozy. Natomiast zawartos¢ probowki B rozcienczy¢ rowna
objetoscia 250 mM sacharozy zawierajacej 0,2% Tritonu X-100. Zawartosé obu probowek dokladnie
wymieszac i odstawi¢ na 10 min. w temperaturze laboratoryjnej. Nastepnie obie zawiesiny odwirowaé
przez 15 minut przy uzyciu wirbwki MPW 320.

4. Rozcienczanie uwolnionych enzymow lizosomalnych

Osady A i B zawiesi¢ przez rehomogenizacj¢ w takiej ilosci 250 mM sacharozy jakiej uzyto do
uwalniania enzymow z lizosomow. Zamrozi¢ osady I11A i I1IB oraz plyny nadosadowe 111A i I1IB.

5. Barwienie preparatow frakciji podkomoérkowych hematoksylina i eozyna

Na szkietkach podstawowych wykonujemy rozmazy homogenatu watroby szczura, frakeji jadrowej
(osad po I wirowaniu), frakeji mitochondrialno-lizosomalnej (osad po II wirowaniu) i frakeji
cytoplazmatyczno-mikrosomalnej (ptyn nadosadowy po IT wirowaniu).

5.1. Odczynniki:

Wszystkie znajdujace si¢ na stole odczynniki sa przygotowane do barwienia preparatow:
1) 70% etanol,




2) 95% etanol,

3) alkohol absolutny,

4) mieszanina alkoholu i ksylenu (1:1),

5) ksylen I,

6) ksylen II,

7) balsam kanadyjski (roztwor balsamu w miarg potrzeby rozcienczy¢ ksylenem),

8) hematoksylina (W 1 1 wody rozpusci¢ 1 g hematoksyliny. W tym roztworze rozpuscié 0,2 g
jodanu sodu lub potasu i 50 g dobrze roztartego siarczanu glinowo-potasowego, dodaé 50 g wodzianu
chloralu i pozostawi¢ do nastepnego dnia. Nastepnie doda¢ 1 g kwasu cytrynowego. Gotowy roztwor
ma barwg czerwono-fioletows, ),

9) eozyna (W 100 ml wody rozpuscié 0,25 g z6ttej wodnej eozyny, doda¢ 3 krople lodowatego
kwasu octowego i 1 krysztatek tymolu lub fenolu.).

5.2. Wykonanie:

5.2.1. Na szkietko podstawowe nanies¢ krople badanego materiatu, drugim szkielkiem wykona¢
cienki rozmaz. Szkietko z rozmazem pozostawiamy do wyschnigcia.

5.2.2. Wyschnigty rozmaz umiescié¢ w kuwecie do barwienia i zalaé roztworem hematoksyliny na
5 minut. Po tym czasie barwnik zlaé i sptukaé rozmazy woda z kranu.

523, Wyplukane rozmazy zala¢ roztworem eozyny na 3 minuty. Ponownie sptukaé wodg z
kranu.

5.2.4. Po wyptukaniu rozmazy utrwali¢ zalewajac je kolejno:
a) 70% etanolem przez 2 minuty,
b) 95% etanolem przez 2 minuty,
c) alkoholem absolutnym przez 2 minuty,
d) mieszaning alkoholu i ksylenu przez 3 minuty,
e) ksylenem I przez 3 minuty,
f) ksylenem II przez 3 minuty.

Po kaidym etapie utrwalania preparatow roytwér naleiy zaé z powrotem do wlasciwego naczynia.

- 5.2.5. Na utrwalony preparat nakropi¢ kroplg balsamu kanadyjskiego i przykry¢ szkietkiem
nakrywkowym.

5.2.6. Preparat ogladaé pod mikroskopem przy powigkszeniu 300 x uzywajac kropli olejku
imersyjnego.

6. Wnioski i uwagi

|
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Cwiczenie 2

Temat: Enzymy lizosomalne

Podstawy teoretyczne

1. Budowa i wlasciwosci N-acetylo-B-heksozoaminidazy.

2. Sposoby wyrazania aktywnosci enzyméw.

3. Czynniki wptywajace na aktywno$é enzymow.

4. Swoistos¢ enzymow.

5. Metody oznaczania aktywnos$ci enzyméow.

6. Sposoby kontroli i oceny poszczego6lnych etapow izolowania enzymow.

Literatura

1. Szczeklik E. (red.), (1967): Enzymolbgia kliniczna, PZWL, Warszawa, s. 155-164.

2. Witwicki J., Ardelt W. (red.), (1984): Elementy enzymologii, PWN, Warszawa, s. 38-61, 230-234.

3. Stryer L, (1986): Biochemia, PWN, Warszawa, s. 162-164, 254, 490-491, 767-774.

4. Zwierz K. i wsp., (1992): N-acetylo-B-heksozoaminidaza - enzym chorob Tay-Sachsa i Sandhoffa.,
Postepy Biochemii, .38, nr 3, 5.127-132.

5. Ostrowska L. i wsp., (1993): Rola, wlasciwosci i znaczenie kliniczne N-acetylo-B-heksozoaminidazy.,
Postepy Higieny i Medycyny Do$wiadczalnej, t. 47, nr 1, s. 67-79.

Cel ¢éwiczenia

1. Oznaczenie aktywnosci specyficznej N-acetylo-B-heksozoaminidazy w roznych frakcjach
podkomoérkowych.
2. Obliczenie stopnia oczyszczania enzymu i wydajnosci procesu.

Odczynniki

1) 200 mM bufor boranowy o pH 9,8;

2) bufor fosforanowo-cytrynianowy w/g Mc Ilvaine o pH 4,7;

3) p-nitrofenylo-2-acetamido-2-deoksy-B-D-glukopiranozyd (substrat);
4) 0,25 mM p-nitrofenol;

5) 250 mM sacharoza;

6) odczynnik Folina i Ciocalteau;

7) odczynnik miedziowy;,

8) 30 mg% albumina w roztworze sacharozy (wzorzec biatka).




Wykonanie

1. Oznaczanie aktywnosci N-acetylo-8-heksozoaminidazy
1.1. Odczynniki (na stotach laboratoryjnych znajduja si¢ odczynniki przygotowane do pracy):

1.1.1. 200 mM bufor boranowy o pH 9,8:
61 g K,B,0, x 4 H,0 rozpusci¢ w 800 ml wody dest. i doprowadzi¢ do pH 9,8 pod kontrola
pehametru przy uzyciu 200 mM KOH. Uzupeini¢ roztwor woda dest. do objetosci 1000 ml. Ponownie
sprawdzi¢ pH.

1.1.2. Bufor fosforanowo-cytrynianowy w/g Mc Ilvaine o pH 4.7:
2,5 g kwasu cytrynowego rozpuscié w 120 ml H,0 redest. Doprowadzi¢ do pH 4,7 pod kontrola
pehametru 200 mM roztworem fosforanu sodu (Na,HPO,). Ponownie sprawdzi¢ pH.

1.1.3. Substrat

138 mg p-nitrofenylo-2-acetamido-2-deoksy-f-D-glukopiranozydu rozpusci¢ w 60 ml buforu
fosforanowo-cytrynianowego w/g Mc Ilvaine o pH 4,7.

1.2. Oznaczenie aktywno$ci enzymu:

Do 0,15 ml roztworu substratu dodac¢ 0,2 ml buforu.fosforanowo—cytrynianowego w/g Mc Ilvaine o
pH 4,71 0,05 ml roztworu enzymu. Probéwki z enzymem i substratem inkubowa¢ przez 30 minut w
tazni wodnej o temperaturze 37°C. Reakcje przerwac przez dodanie 1 ml 200 mM buforu boranowego o
pH 9,8. Ekstynkcje uwolnionego p-nitrofenolu zmierzy¢ przy uzyciu spektrofotometru przy diugosci fali
410 nm. flo$é uwolnionego p-nitrofenolu odczyta¢ z wykresu kalibracyjnego, a odczytane wartosci
wpisa¢ do tabeli I1I.

1.3. Wykres kalibracyjny p-nitrofenolu (pNP):

1.3.1. Sporzadzenie wzorca:
7 mg p-nitrofenolu rozpusci¢ w 200 ml buforu fosforanowo-cytrynianowego w/g Mc Iivaine o pH 4,7

(roztwor pNP jest 0,25 mM). (na stotach laboratoryjnych znajduje si¢ odczynnik przygotowany do
pracy).

1.3.2. Wykonanie rozcienczen wzorca:

Wzorzec nalezy rozcienczyé w/g tabeli I. i wpisaé w odpowiedniej kolumnie wartosci ekstynkciji (E, ;o)
odczytane na spektrofotometrze:

R St
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Tabela 1.

Nr proby Objetosc Objetosc Objetosé Ilos¢ nmoli Wartos¢ E,,
wzorca [ml] 250 mM 200 mM p-nitrofenolu
sacharozy [mi]]  buforu (pNP) w 1,4 ml
boranowego o proby

pH 9,8 [ml]

- 0,4 1,0 0

0,05 0,35 1,0 12,5

= O
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o
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Ryc. 1. Wykres kalibracyjny pNP.




2. Oznaczanie biatka metoda Lowry

2.1. Odczynniki (na stotach laboratoryjnych znajduja si¢ odczynniki przygotowane do pracy):

2.1.2. Odczynnik miedziowy:
1 ml 0,5% CuSO, x 5 H,0 w 1% cytrynianie sodu rozcienczy¢ 50 ml 2% Na,CO, w 0,1 N NaOH.

2.2. Oznaczenie st¢zenia biatka:

Do 0,4 ml proby dodaé 2 ml odczynnika miedziowego sporzadzonego bezposrednio przed
wykonaniem oznaczenia. Po 10 minutach do mieszaniny dodac stale mieszajac na wytrzasarce 0,2 ml
odczynnika Folina i Ciocalteau. Proby odstawi¢ na 30 minut w temperaturze laboratoryjne;.

Ekstynkcje zmierzy¢ spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 750 nm. Stgzenie biatka odczytaé z
wykresu kalibracyjnego sporzadzonego przy uzyciu liofilizowane) albuininy wolowej, a wartosci wpisaé
do tabeli III.

2.3. Wykres kalibracyjny albuminy wolowej:

2.3.1. Sporzadzenie wzorca:

30 mg liofilizowanej albuminy wolowej rozpusci¢ w 100 ml 250 mM sacharozy (na stotach
laboratoryjnych znajduje si¢ odczynnik przygotowany do pracy).

2.3.2. Wykonanie rozcienczen wzorca;

Wzorzec nalezy rozcienczy¢ w/g tabeli I1. 1 wpisa¢ w odpowiednie) kolumnie tej tabeli wartosci
ekstynkcji (E,,,) odczytane na spektrofotometrze:

Tabela IlL.
Nr proby | Objetosé roztworu | Objetosé 250 mM | Stezenie albuminy Wartos¢ E,,
albuminy wolowej sacharozy wolowej
[ml] [mi] [mg/ml]
0 - 0,4 0
1 0,05 0,35 37,5
2 0,1 0,3 75,0
3 0,2 0,2 150,0
4 0,3 0,1 225,0
5 0,4 - 300,0
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i Ryc. 2. Wykres kalibracyjny albuminy wotowe;.
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4. Przyklad obliczen:

4.1. Calkowita aktywno$¢ enzymatyczna frakcji podkomoérkowej

4.1.1. Sporzadzanie wykresu kalibracyjnego p-nitrofenolu (pNP)

W 1000 ml 0,25 mM roztworu wzorca znajduje si¢ 0,25 mmola pNP = 250 pumoli pNP,
w 1 ml = 1000 pl 0,25 mM roztworu wzorca znajduje si¢ 0,25 pmola pNP = 250 nmoli pNP,
w 0,1 ml = 100 ul 0,25 mM roztworu wzorca znajduje si¢ 0,025 umola pNP = 25 nmoli pNP.

1,4 ml (1400 pl) wzorca = 0,1 ml (100 pl) wzorca + 0,3 ml (300 pl) sacharozy + 1 ml (1000 pl)
buforu boranowego.

1,4 ml (1400 pl) préby badanej = 0,05 ml (50 pi) rozcienczonej frakcji podkomorkowej zawierajacej
enzym + 0,15 ml (150 pul) roztworu substratu + 0,20 ml (200 pl) buforu fosforanowo-cytrynianowego
+ 1,0 ml (1000 pul) buforu boranowego. '

Tabela 1V.
Objetose 0,5 mM Objetose Objetosc 0,2 M E,, llos¢ nmoli pNP
pNP [ul] 250 mM buforu w 1,4 ml préby
sacharozy [ul] | boranowego o wzorcowej
pH 9,8 [ul]
0 400 1000 0 0
50 350 1000 0,150 12,5
100 300 , 1000 0,310 25
150 250 1000 0,460 37,5
200 200 1000 0,620 50
; 300 100 - 1000 0,930 75
400 0 1000 1,24 100




4.1.2. Sporzadzanie wykresu kalibracyjnego w/g danych z tabeli 1V

E410

],24 -l . . J
0930 4 . /

0,620 4
0,460 <
0310 o

0,150 =

125 25 315 50 75 10 pNP [nmole/1,4mi]

Ryc. 3. Przykladowy wykres kalibracyjny pNP.

4.1.3. Przyklad obliczen aktywnosci enzymu we frakci podkomorkowei:

Ekstynkcja 1,4 ml proby 50 x rozcienczonej, odpowiedniej frakcji podkomorkowej zawierajacej
enzym, wynosi 0,550, co po odczytaniu z wykresu kalibracyjnego odpowiada 45 nmolom uwolnionego
pNP (patrz ryc. 4).

E 410

0,550+

1 >
45 , PNP [nmole/1,4ml]

Ryc. 4. Przykiad odczytu iloci uwolnionego pNP z wykresu kalibracyjnego.
Znaczy to, ze enzym zawarty w 50 ul tej frakcji podkomorkowej rozcienczonej 50 x uwalnia 45 nmoli

pNP w czasie 30 minut (1800 s) inkubacji. ,
Enzym zawarty w 1 ml (50 razy rozcienczonej frakcji podkomorkowej) uwalnia 20 (bo w 1 ml frakeji
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jest 20 razy wigcej biatka niz w 50 pl) x 45 nmoli pNP w czasie 1800 s, czyli 900 nmoli pNP w czasie
1800 s, co odpowiada 0,5 nmola pNP w czasie 1 s (0,5 nmola pNP/s) lub aktywnosci 0,5 nanokatala (0,5
nKat).

4.1.4. Obliczanie aktywnosci catkowitej:

Aktywno$¢ enzymu zawartego w 1 ml nierozcieficzonej frakcji podkomérkowej wynosi:
50 (rozcienczenie) x 0,5 nKat = 25 nKat/ml.

Jezeli objetos¢ frakceji podkomérkowej wynosi np. 40 ml, wtedy aktywno$é catkowita enzymu wynosi:
40 ml x 25 nKat = 1000 nKat.

ilo§¢ nmoli pNP uwolniona
przez 50 ul frakcji
podczas inkubacji x 20 x rozcieficzenie x objeto$¢ frakciji
Aktywnos¢  (odczyt z wykresu kalibracyjnego) _
calkowita =

frakciji czas inkubaciji [s]
W naszym przykladzie:
45 nmoli X 20 x 50 % 40 ml
Aktywnos¢ caltkowita frakeji = : 1800 = 1000 nKat
s

4.2. Obliczanie stezenia biatka:

Jezeh ekstynkcja mierzona przy dlugosci fali 750 nm dla 100 x rozcienczonej frakcji podkomérkowej
wynosi np. 0,320, co po odczytaniu z wykresu kalibracyjnego dla albuminy odpowiada 94 pg/ml biatka
(ryc. 5.),




E7so

0,320

t >
0,094 Albumina wolowa [mg/ml]

Ryc. 5. Przykiad odczytu stezenia biatka z wykresu kalibracyjnego.

wtedy stezenie biatka w nierozcieficzone;j frakcji podkomorkowe) wynosi:
100 x 94 pg/ml = 9400 pug/ml = 9,4 mg/ml.
Objetosé frakcji wynosi 40 mi,
czyli ilo¢é biatka catkowitego we frakcji wynosi 40 ml x 9,4 mg/ml =376 mg.

stezenie biatka
[ng/mi] x rozcieniczenie x objetos¢
(Odczyt z wykresu) frakciji

Bialko catkowite [mg/obj. frakcji] =
1000 (zamiana pg na mg)

W naszym przykladzie:

94 pg x 100 X 40 ml
Bialko calkowite frakcji = =376 mg

1000

4.3. Obliczanie aktywnosci specyficznej (wlasciwej):

Jezeli aktywnos¢ enzymu we frakcji podkomoérkowej zawierajace) 376 mg biatka wynosi I pKat =
1000 nKat,

1o 376 mg biatka posiada 1000 nKat aktywnosci
376 g biatka posiada 1000 nKat aktywnosci




24

376 kg biatka posiada 1000 mKat aktywnosci
1 kg biatka posiada x mKat aktywnosci
x = 2,659 mKat/kg bialka

czyli aktywnos¢ specyficzna (wlasciwa) wynosi 2,659 mKat/kg biatka.

4.4. Obliczanie stopnia oczyszczania (na podstawie danych z tabeli 11I);

Aktywno$¢ specyficzna frakcji

Stopien oczyszczania =
Aktywno$é¢ specyficzna homogenatu

4.5. Obliczanie wydajnosci (na podstawie danych z tabeli III):

Aktywnos$¢ catkowita frakciji

Wydajnod¢é = x 100%
Aktywnos$¢ catkowita homogenatu

5. Wnioski i uwagi
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Cwiczenie 3

Temat: OgOlne wiasciwosci N-acetylo-B-heksozoaminidazy

Podstawy teoretyczne

1. Ogolna charakterystyka enzymow.
2. Inaktywacja i stabilizacja enzymow.
3. Budowa i funkcje enzymow.

Literatura

1. Harper H A. i wsp., (1983): Zarys chemii fizjologicznej, PZWL, Warszawa, s. 64-112.

2. Witwicki J., Ardelt W. (red.), (1984): Elementy enzymologii, PWN, Warszawa, s. 11-109.

3. Stryer L, (1986): Biochemia, PWN, Warszawa, s. 124-161.

4. Filipowicz B., Wieckowski W, (1990): Biochemia, PWN, Warszawa-L6dz, t. I, s. 362-407.

5. Zwierz K. i wsp., (1992): N-acetylo-B-heksozoaminidaza - enzym chor6b Tay-Sachsa i Sandhoffa.,
Postepy Biochemii, t. 38, nr 3, 5.127-132.

6. Ostrowska L. i wsp., (1993): Rola, wlasciwosci i znaczenie kliniczne N-acetylo-B-heksozoaminidazy.
Postepy Higieny i Medycyny Do$wiadczalnej, t. 47, nr 1, 5. 67-79.

>

Cel ¢éwiczenia

Przedstawienie w formie wykresow zaleznosci:

1) aktywnosci enzymu od stezenia biatka,

2) ilosci zhydrolizowanych wiazan od czasu inkubacji,
3) aktywnosci enzymu od pH mieszaniny inkubacyjne;j.

Odczynniki

1) 0,25 mM p-nitrofenol (pNP) w buforze fosforanowo-cytrynianowym w/g Mc Ilvaine o pH 4,7,

2) substrat (138 mg p-nitrofenylo—Z—acetamido-2—deoksy-B-D—glukopiranozydu w 60 ml buforu
fosforanowo-eytrynianowego w/g Mc Ilvaine o pH 4,7),

3) wzorzec biatka (30 mg% roztwér albuminy wolowey);

4) bufor fosforanowo-cytrynianowy w/g Mc Ilvaine o pH 4,7,

5) 154 mM KCl zawierajacy 0,2% Tritonu X-100;

6) odczynnik Folina i Ciocalteau;

7) odczynnik miedziowy;

8) 200 mM bufor boranowy o pH 9,8;

9) 154 mM KCl. ’
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Wykonanie

1. Wykresu kalibracyjnego p-nitrofenolu (pNP)

1.1. Sporzadzenie wzorca:

7 mg p-nitrofenolu (pNP) rozpusci¢ w 200 ml buforu fosforanowo-cytrynianowego w/g Mc Ilvaine o
pH 4,7 (roztwor pNP jest 0,25 mM) (na stotach laboratoryjnych znajduye si¢ odczynnik przygotowany
do pracy). '

1.2. Wykonanie rozcienczen wzorca

Wzorzec nalezy rozcienczy¢ w/g tabeli I, a wartosci ekstynkcji odczytanych na spektrofotometrze
przy dlugosci fali 410 nm wpisa¢ w odpowiednia kolumng w tej tabeli:

Tabela 1.
Nr proby Objetosé Objetosc Objetos¢  llos¢ nmoli pNP| Wartos¢ E,,
wzorca 154 mM KCl z | 200 mM buforu w probie
(0,25 mM pNP)| 0,2% TX-100 | boranowego o
[mi] [ml] pH 9,8
[mi]
0 - 0a4 1 ’0 0
1 0,05 0,35 1,0 12,5
2 0,1 0,3 1,0 25
3 0,2 0,2 : 1,0 50
4 0,3 0,1 1,0 75
5 0,4 - 1,0 100
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Ryc. 1. Wykres kalibracyjny pNP.

2. Wykres kalibracyjny albuminy wolowej

2.1. Sporzadzenie wzorca:

100 ml 154 mM KCl (na stotach laboratoryjnych

Scié¢ w

’

30 mg liofilizowanej albuminy wolowej rozpu

znajduje si¢ odczynnik przygotowany do pracy).

7

’

Zzclenczen wzorca:

. Wykonanie ro

2.2

kstynkcji w/g punktu 3 i

;

sci e

rto

Wzorzec albuminy nalezy rozcienczyé w/g tabeli II. Oznaczy¢ wa

dpowiednig kolumne w tabeli II:

’

wpisaé¢ w o




Wartos¢ E,,

5
,0

7

5
150
225

3

Stezenie albuminy
[ug/mi]
7

¢z

Objetose
154 mM KClI

0,4
0,35
3

[mi]

0

0,05
0,1

[ml]

‘v

albuminy

Nr proby| Objetosé roztworu

[0}

Tabela II.

vy pds e
Civef veeel

LT Y

ie albuminy [ ug/mif

[ 5t

|90

1

fud

0
0
0

225
eien

//

300

[y

iny

1
Ibum

0

jny a

M

brac

i

4

0,2
0,3
0

.3. Sporzadzi¢ wykres kal

9

Ryc. 2. Wykres kalibracyjny albuminy.
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3. Oznaczanie stezenia bialka

3.1. Odczynniki (na stotach laboratoryjnych znajduja sie odczynniki przygotowane do pracy):

3.1.1. Odczynnik Folina i Ciocalteau rozcieficzony woda dest. w stosunku 1:2.

3.1.2. Odczynnik miedziowy: :
1 ml 0,5% CuSO, x 5 H,0 w 1% cytrynianie sodu rozciefczyé 50 ml 2% Na,CO, w 0,1 N NaOH.

3.2. Postepowanie:

Do 0,4 ml préby dodaé 2 ml odczynnika miedziowego sporzadzonego bezposrednio przed
wykonaniem oznaczenia. Po 10 min. do powyzszej mieszaniny dodaé podczas stalego mieszania na
wytrzasarce 0,2 ml odczymiika Folina i Ciocalteau. Proby odstawié na 30 minut w temperaturze
laboratoryjne;.

Ekstynkcj¢ mierzy¢ przy uzyciu spektrofotometru przy dlugosci fali 750 nm. Stezenie biatka odczytaé
z wykresu kalibracyjnego sporzadzonego z liofilizowanej albuminy wolbwej.

4. Surowy wyciag

4.1. Otrzymywanie:

Umiescic tkanke szczura (np. watrobe lub nerke) w 154 mM KCI zawierajacym 0,2% Tritonu X-100,
biorac 4 ml roztworu KCl na 1 g tkanki. Homogenizowaé homogenizatorem nozowym przez 2 min.
Homogenat odwirowaé przy 10.000 x g przez 30 minut (12.000 obrotéw/minute, wirbwka Unipan typ
310). Do dalszych badan zachowaé plyn nadosadowy.

4.2. Oznaczanie bialtka:

Nalezy wykonac¢ rozcienczenia surowego wyciagu enzymatycznego\w/g tabeli I'V:
a) watroby: 20 x, 60 x i 100 x lub
b) nerki: 50 x, 100 x 1 200 x; .
1 oznaczy¢ stezenie biatka w/g przepisu podanego w punkcie 3.2. Wartosci ekstynkcji (E,,,) i
odczytanych z wykresu kalibracyjnego stezen biatka w rozcieficzonym i nierozcieficzonym wyciagu
~ enzymatycznym wpisa¢ do tabeli III. Srednie stezenie biatka [mg/ml] zostanie wykorzystane w tabeli 1V.




Tabela HI.
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Rozcienczenie :
Wartos¢ E,, Stezenie biatka [pg/mi]
Watroba Nerka Rozcieniczonego | Nierozcienczo- Srednia
wyciagu nego wyciagu
20 x 50 x
60 x 100 x
100 x 200 x

5. Wyznaczanie zaleznosci miedzy stezeniem bialka w wyciagu enzymatycznego a

aktywnoscia enzymu

5.1. Rozcieficzanie wyciagu enzymatycznego:

Tabela IV.
Nr Srednia Objetose Objetosc Rozcienczenia | Zawartos¢ biatka
proby | zawarto$¢ biatka wyciagu 154 mM KClI wyciagu - wsopul
w 50 ul enzymatycznego dodanego do enzymatycznego | odpowiednio
nierozcienczone- (] wyciagu rozcienczonego
g0 wyciagu enzymatycznego wyciagu
enzymatycznego [ml] enzymatycznego
[ng] [ug]
(w/g tabeli 111) z znerki |z z nerki z z nerki
watroby watroby watroby
1 100 20 0,9 0,98 10 x 50 x
2 100 20 1,9 1,98 20 x 100 x
3 100 20 3,9 2,98 40 x 150 x
4 100 20 5,9 3,98 60 x 200 x
5 100 20 79 | 498 | 80x | 250
6 100 20 99 | 598 100 x | 300 x

5.2. Przyklad obliczen do tabeli 1V:

Jezeh $rednie stgzenie biatka w nierozcienczonym wyciagu enzymatycznym watroby (w/g tabeli 111)
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wynosi 9,4 mg = 9400 pg, w 1 ml, to po 10 - krotnym rozcienczeniu jest 940 pg biatka w | ml Z uwagi
nato, ze 50 pl=1/20 ml, to w 50 ul surowego wyciagu bedzie 20 razy mniej biatka niz w | ml,
czyli 940 pg x 1/20 = 47 pg biatka w 50 pl rozcienczonego 10 razy wyciagu z watroby.

3.3. Oznaczanie aktywnosci N-acetylo-B-heksozoaminidazy inkubatow zawierajacych
rézne stgzenia biatka wyciagu enzymatycznego:

Do 14 probowek oznakowanych 0, 0; 1, 1; 2, 2; 3, 3; 4,4, 5, 5; 6, 6; odmierzy¢ po 150 pl substratu
(p-nitrofenylo-2-acetamido-2-deoksy-B-D-glukopiranozydu). Nastepnie do kazdej probéwki dodaé po
200 pl buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 4,7. Do probowek oznaczonych ,,0” dodaé po 50 pl
154 mM KCl z 0,2% Tritonem  X-100, a do pozostalych probowek dodaé odpowiednio po 50 pl
rozcieficzonego wyciagu enzymatycznego sporzadzonego w/g tabeli w punkcie 5.1. Zawartosé
probowek wymieszag i inkubowa¢ przez 30 minut w fazni wodnej w temperaturze 37°C. Proby wyjaé z
tazni, ozigbi¢ i doda¢ po 1 ml 0,2 M buforu boranowego o pH 9,8.

5.4. Oznaczanie uwolnionego pNP w plynie poinkubacyjnym:

Tabela V.
Nr préby Wartos¢ E,,, llo$¢ nmoli uwolnionego pNP przez Stezenie biatka
enzym zawarty w 50 pl w ug/50 ul
rozcienczonego wyciagu w czasie |rozcieficzonego wyciagu
30 minut (w/g tabeli 1V))

(Odczyt z wykresu kalibracyjnego)

Srednia

[ - N RV RV T - I N VS R RV R S IS I i
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Na spektrofotometrze odczyta¢ ekstynkcje przy dtugosci fali 410 nm w stosunku do proby kontrolne)
(probowki oznaczone ,,0”) i wartosci wpisa¢ w tabeli. Wartosci stezen powstalego pNP odczytaé z
wykresu kalibracyjnego i wpisa¢ w tabeli V. Aktywnos¢ 50 ul wyciagu (rozcienczonego w/g tabeli I'V)
obliczyé korzystajac z przykiadu zamieszczonego w opisie do ¢wiczenia 2 pkt. 4.

5.5. Sporzadzi¢ wykres zaleznosci aktywnosci N-acetylo-B-heksozoaminidazy (HEX)
od stezenia biatka: ’
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Ryc. 3. Zaleznos¢ aktywnoséci HEX od stezenia biatka (dane w/g tabeli V).

6. Wyznaczanie zaleznosci miedzy ilo$cia zhydrolizowanych wiazan glikozydowych a
czasem inkubacii

6.1. Inkubacja:

Do 12 probowek oznakowanych 0, 0; 1, 1; 2, 2; 3, 3; 4, 4; 5, 5 odmierzy¢ po 150 ptl substratu
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(p-nitrofenylo-2-acetamido-2-deoksy-B-D-glukopiranozydu). Nastgpnie do kazdej probowki doda¢ po
200 pl buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 4,7. Probowki wstawi¢ na 5 minut do tazni wodnej o
temperaturze 37°C. Nastepme do kazdej probowki dodaé po 50 ul 40 razy (z wqtroby) lub 150 razy (z
nerki) rozcienczonego (w/g tabeli IV) wyciagu enzymatycznego. Do probowek oznaczonych ,,0” dodaé
natychmiast po 1 ml 0,2 M buforu boranowego o pH 9,8. Zawartoé¢ pozostatych probowek inkubowa¢
w fazni o temperaturze 37°C. Po 15 minutach inkubacji do probéwek oznaczonych ,,1” doda¢ po 1 ml

buforu boranowego i co kolejne 15 minut do dalszych probowek oznaczonych odpowiednio kolejnymi
numerami.

6.2. Oznaczanie uwolnionego pNP w plynie poinkubacyjnym:

Tabela V1.
Nr proby | Stezenie biatka | Czas | Warto$¢ E,, Ilo$¢ nmoli pNP Ilos¢ moli ,
w * | inkubacji uwolniona przez enzym | zhydrolizowanych
[ng/50 ul] | [minuty] zawarty w 50 pl wigzan
rozcienczonego rozcienczonego wyciagu | glikozydowych
wyciagu (Odczyt z wykresu przez 1 kg biatka
(w/g tabeli 1V) kalibracyjnego)
Srednia
1 15
1
2 30
2
3 45
3
4 60
4
5 75
5

Na spektrofot'ometrze odczyta¢ ekstynkcje przy dtugosci fali 410 nm w stosunku do préby kontrolnej
(probowki oznaczone ,,0”) i wpisaé do odpowiedpiej kolumny w tabeli. Wartosci stezen powstalego pNP
odczyta z wykresu kalibracyjnego i wpisa¢ do odpowiednie;j kolumny w tabeli VI.

6.3. Przyklad obliczen:

Jezeli $rednie stezenie biatka w nierozcienczonym wyciagu watroby (w/g tabeli I1T) wynosi 9,4 mg =
9400 pg w 1 ml, to po 40 - krotnym rozcienczeniu (w/g tabeli IV) jest 235 pg biatka /ml i 50 ul tego
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wyclagu zawiera:
235 pug +20 = 11,75 ug bialka.

Jezeli E,,, po 30 minutach wynosi 0,550 to po odczytaniu z krzywej wzorcowej pNP odpowiada 45
nmolom pNP, _
stad: 11,75 pg biatka wyciagu watroby uwalnia 45 nmoli pNP w czasie 30 minut inkubacji,
11,75 mg biatka wyciagu watroby uwalnia 45 pmoli pNP w czasie 30 minut inkubacji,
11,75 g biatka wyciggu watroby uwalnia 45 mmoli pNP w czasie 30 minut inkubacji,

11,75 kg biatka wyciagu watroby uwalnia 45 moli pNP w czasie 30 minut inkubacji,
1 kg biatka wyciagu watroby uwalnia x  pNP w czasie 30 minut inkubacji,
x = 45 moli + 11,75 kg = 3,83 mola/kg
czyli 1 kg biatka wyciagu watroby uwalnia 3,83 mola pNP w czasie 30 minut.

6.4. Sporzadzié wykres zaleznosci ilogci zhydrolizowanych wigzan glikozydowych od
czasu inkubacji:
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Ryc. 4. Zaleznos¢ ilosci zhydrolizowanych wigzan glikozydowych od czasu inkubacii.
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7. Wplyw pH na reakcije katalizowana przez N-acetylo-B-heksozoaminidaze

7.1. Przygotowanie mieszanin inkubacyjnych

Do probowek oznaczonych 1, 1; 2, 2; 3, 3,4,4; 5,5 doda¢ po 150 pl substratu oraz po 200 ul buforu
fosforanowo-cytrynianowego o odpowiednim pH w/g tabeli VII.

Nastgpnie do tych probowek dodaé po 50 pl 40 razy (z watroby) lub 150 razy (z nerki)
rozcienczonego (w/g tabeli IV) wyciagu enzymatycznego i inkubowac w tazni wodnej o temperaturze
37°C przez 30 minut. Po tym czasie do kazdej probowki doda¢ 1 ml buforu boranowego o pH 9,8. Do
probowki oznaczonej ,,0” odmierzyé 150 pl substratu, 200 uI buforu fosforanowo- -cytrynianowego o

pH 4,7, 1 ml buforu boranowego o pH 9,8 i 50 pl 40 razy (z watroby) lub 150 razy (z nerki)
rozcienczonego wyciagu enzymatycznego.

Tabela VII.

Nr probek | pH buforu | Wartosé E,,, | 1los¢ nmoli PNP uwolnionego przez | Aktywnos¢ wlasciwa
enzym zawarty w 50 pl (specyficzna)
rozcienczonego wyciagu [Kat/kg biatka]

enzymatycznego w czasie 30 minut

(Odczyt z wykresu kalibracyjnego)

Srednia

1 3,5
1

2 4,0

2

3 4,5

3

4 5,0

4

5 5,5

5

7.2. Omaczenie uwolnionego pNP w p}ynie poinkubacyjnym:

Na spektrofotometrze odczytaé ekstynkcje przy diugosci fali 410 nm w stosunku do proby kontrolnej
(probowki oznaczone ,,0”) i wpisaé¢ w powyzszej tabeli. Wartosci stezef powstatego pNP odczytaé z
wykresu kalibracyjnego i wpisa¢ w tabeli. Obliczyé aktywnosci whasciwe (specyficzne) (sposob
obliczania opisano przy éwiczeniu 2 w pkt. 4) i wpisa¢ w odpowiednig kolumne w tabeli VII.
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Cwiczenie 4

Temat: Wyznaczanie szybkos$ci maksymalnej (V) reakcji enzymatycznej i
statlej Michaelisa (K,) dla N-acetylo-g-heksozoaminidazy

Podstawy teoretyczne

1. Szybkos¢ reakcji enzymatycznej.

2. Wplyw stezenia substratu na szybko$¢ reakcji enzymatycznej.
3. Szybko$¢ maksymalna (V, ) reakcji enzymatyczne; .

4. Stata Michaelisa (K, ).

5. Graficzne metody wyznaczania stalej Michaelisa.

Literatura

1. Bowers Jr.,G.N. i wsp., (1975): Provisional Recommendation (1974) on IFCC Methods for the
Measurement of Catalytic Concentration of Enzymes., The Journal of Clinical Chemistry and Clinical
Biochemistry (J.Clin.Chem.Clin.Biochem.), t. 13, s. 471-478.

2. Zgirski A., Gondko R., (1976): Obliczenia biochemiczne, PWN, Warszawa, s. 264-318.

3. Harper H.A. i wsp., (1983): Zarys chemii fizjologicznej, PZWL, Warszawa, s. 83-89.

4. Witwicki J., Ardelt W. (red.), (1984): Elementy enzymologii, PWN, Warszawa, s. 36-38, 111-127.

5. Filipowicz B., Wigckowski W, (1990): Biochemia, PWN, Warszawa-L6dz, t. 1, s. 362-407.

Cel éwiczenia

1. Wyznaczenie szybkosci maksymalnej (V) reakcji enzymatyczne).
2. Wyznaczenie statej Michaelisa (K, ).

Odczynniki

1) 200 mM bufor boranowy o pH 9,8,
2) bufor fosforanowo-cytrynianowy w/g Mc Ilvaine o pH 4,7,

3) p-nitrofenylo-2-acetamido-2-deoksy-B-D-glukopiranozyd (substrat) w buforze fosforanowo-
-cytrynianowym w/g Mc Ilvaine o pH 4,7 (pNPNAG);, '

4) 154 mM KCl zawierajacy 0,2% Tntonu X-100;

5) 0,25 mM p-nitrofenol (pNP) w buforze fosforanowo-cytrynianowym w/g Mc Ilvaine o pH 4,7.
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Wykonanie

1. Sporzadzenie roztworu substratu

138 mg p-nitrofeny]o—2—amino—2-deoksy-B-D—glukopiranozydu rozpusci¢ w 60 ml buforu
fosforanowo-cytrynianowego w/g Mc llvaine o pH 4,7 (na stotach znajduje si¢ odczynnik przygotowany
do pracy). i

2. Przygotowanie homogenatéw tkankowych

[

Umiescic tkanke szczura lub czlowieka (watrobe, nerke, blong §luzowa jelita lub zotadka) w 154 mM
KCl zawierajacym 0,2% Tritonu X-100 biorac 4 ml roztworu KCl na 1 g tkanki. Homogenizowaé
homogenizatorem nozowym przez 2 minuty. Homogenat odwirowaé przy 10.000 x £ w ciagu 30 minut.
(12.000 obrotow/minute, wirbwka Unipan typ 31 0). Do dalszych badan zachowaé plyn nadosadowy.

3. Wykres kalibracyjny p-nitrofenolu (pNP)
3.1. Sporzadzenie wzorca;

7 mg p-nitrofenolu (pNP) rozpusci¢ w 200 ml buforu fosforanowo-cytrynianowego w/g Mc Ilvaine
o pH 4,7 (roztwor jest 0,250 mM) (na stotach znajduje sie odczynnik przygotowany do pracy).

3.2. Wykonanie rozcieficzen wzorca:

Wzorzec nalezy rozcienczy¢ wi/g tabeli I i uzywajac spektrofotometru odczytaé wartosci ekstynkcji
przy diugosci fali 410 nm. Odczytane wartosci wpisaé w odpowiednia, kolumne tabeli:

Tabela 1.
Nr. Objetosé Objetosé Objetosé llo$¢ nmoli pNP|  Warto$¢ E,,
probowki wzorca 154 mM KCl z | 200 mM buforu w probie
(0,25 mM pNP)| 0,2% TX-100 | boranowego o
[ml] [ml] pH 9,8 [ml]

0 - 04 1,0 0

1 0,05 0,35 1,0 12,5

2 0,1 0,3 1,0 25

3 0,2 02 1,0 50

4 0,3 0,1 1,0 75

5 0,4 - 1,0 100
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4. Inkubacja substratu z wyciagiem enzymatycznym i oznaczanie uwolnionego
p-nitrofenolu (pNP)

4.1. Sporzadzanie rozcienczen substratu:

Do 5 probowek o numerach I, II, III, IV 1 V doda¢ odpowiednio 0,01; 0,05; 0,1; 0,2 1 0,5 ml substratu
oraz 0,99; 0,95; 0,9; 0,8 1 0,5 m! buforu fosforanowo-cytrynianowego w/g Mc Ilvaine o pH 4,7.

4.2. Inkubacja:

Do 10 probowek ponumerowanych 1, 1; 2, 2; 3, 3; 4, 4; 5, 5; dodac po 150 pl rozcieficzonego
substratu odpowiednio z probowek 1, I1, III, IV 1V, a do 2 probéwek o numerach 6 i 6 doda¢ po 150 pl
substratu nierozcienczonego. Nastepnie do kazdej probowki dodaé po 200 pl buforu fosforanowo-
-cytrynianowego w/g Mc Ilvaine o pH 4,7 1 po 50 pl wyciagu enzymatycznego, ktory nalezy uprzednio
rozcienczy¢ buforem fosforanowo-cytrynianowym w/g Mc Ilvaine o pH 4,7 w nastgpujacy sposob:

a) wyciag z watroby szczura 100 x,

b) wyciag z nerki szczura 200 x.

Do dwaoch probowek oznaczonych ,,0” dodaé po 350 ul buforu fosforanowo-cytrynianowego w/g Mc
Ilvaine o pH 4,7, po 1 ml buforu boranowego o pH 9,8 i po 50 ul odpowiednio rozcienczonego wyciagu
enzymatycznego. Zawarto$¢ pozostatych probowek inkubowa¢ przez 30 minut w azni o temperaturze
37°C. Po inkubacji dodaé¢ do inkubowanych probowek po 1 ml buforu boranowego o pH 9,8.

4.3. Oznaczenie uwolnionego pNP w plynie po inkubacji:

Na spektrofotometrze odczyta¢ ekstynkcje przy dlugosci fali 410 nm w stosunku do proby kontrolnej
(probowki oznaczone ,,0”). Wartosci stezen uwolnionego pNP odczytaé z wykresu kalibracyjnego.

5. Obliczenie zaleznosci szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia substratu i
sporzadzenie wykresu tej zalezno$ci

5.1. Obliczanie st¢zen substratu [S] (PNPNAG) w mieszaninach inkubacyjnych:
Masa molowa p-nitrofenylo-N-acetyloglukozaminy (pNPNAG) wynosi 342,3 g.

w 60.000 pl (60 ml) roztworu substratu jest 138 mg pNPNAG

w150 pi roztworu substratu jest x pNPNAG
x = 0,345 mg
w 400 pl mieszaniny inkubacyjnej jest 0,345 mg pNPNAG
(150 pl substratu + 50 wl enzymu + 200 pl buforu)
w 1.000.000 pl (1000 ml =1 dm* ) jest y pNPNAG

y=862,5 mg
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I mmol pNPNAG wazy 342,3 mg
zmmoli pNPNAG wazy 862,5 mg
z=2,5 mmola pNPNAG/dm®,

czyli stgzenie substratu (pNPNAG) w inkubacie wynosi 2,5 mmola/dm?®,

W tabeli I przedstawiono przykladowe wyliczenia stezenia substratu w kolejnych prébach inkubatu.

Tabela IL
Nr Objetosé Objetosé buforu | Stezenie substratu (pNPNAG) | Rozcienczenie
probki | nierozcieficzoneg | fosforanowo- w inkubacie
o substratu  |-cytrynianowego
[mi] ° ‘Efn{l;” [mmoli/dm®] | [moli/dm’]

0 - 1,00 0,0 0,0 -

1 0,01 0,99 0,025 2,5x10° 100 x
2 0,05 0,95 0,125 125 x 10 20 x
3 0,10 0,90 0,250 2,5x10* 10 x
4 0,20 0,80 0,500 5,0 x 10* 5 x
5 0,50 0,50 1,250 1,25 x 107 2 x
6 1,00 - 2,500 2,5x%10° -

5.2. Obliczanie st¢zenia aktywnosci enzymatycznej® (v) inkubatu:

Wyniki oznaczen przyrostu stezenia pNP w inkubacie nalezy zéstawié w tabeli II i wyliczyé stezenie
aktywnosci enzymatycznej (v) inkubatu w/g przykladu podanego w punkcie 7:

*’Komisja Nomenklatury Biochemicznej UPAC i JUB zalecita nazwe: ,.engymic activity

concentration”, okreslana w katalach/dm’ [ 1 ]. Termin ,stetenie aktywnosci enZymatycznej” jest
thumaczeniem tej nazwy.




Tabela 111.
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Nr probki

Wartos¢ E,,

Przyrost pNP w ciagu 30 min.

w 400ul
inkubatu

w 1dm’
inkubatu

Sr. w1 dm’

inkubatu

Stezenie aktywnosci
enzymatycznej
(v) inkubatu
[nKat/dm']

ANV IE IS |[WIWINIDN | =] -
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6. Sporzadzanie wykresow zaleznosci szybkosci reakcii enzymatyczne

zenia

(v) od ste?

substratu [S

.
.

6.1. Metoda w/g Michaelisa-Mentena (patrz przykiad w punkcie 8.1.)
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6.2. Metoda w/g Lineweavera-Burka (patrz przyklad w punkcie 8.2.)
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6.3. Metoda w/g Hofstee-Eadiego (patrz przyktad w punkcie 8.3.): |
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7. Przyklad obliczen stezenia aktywnos$ci enzymatycznej (v) inkubatu:

Jezeli E,,, wynosi 0,550 to odpowiada ona 45 nmolom powtatego pNP w 400 ul inkubatu,

w 400 pl inkubatu powstaje 45 nmoli pNP w czasie 30 min. ‘
w 1.000.000 pul (1 dm* ) powstaje x nmoli pNP w czasie 30 min.
x = 112.500 nmoli pNP w 1 dm?®inkubatu

w czasie 1800 sek (30 min) powstaje 112.500 nmoli pNP w 1 dm’ inkubatu
w czasie 1 sek powstaje y nmoli pNP w 1 dm® inkubatu
¥ = 62,5 nmoli / sek / dm’;

czyli stezenie aktywnosci N—acetylo-B-heksoioaminidazy w inkubacie wynosi 62,5 nKat / dm’.
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8. Przvklady graficznego przedstawienia zaleznosci szybkoéci reakcii od stezenia
substratu

v - szybkosé reakcji enzymatyczne} (stezenie aktywnosci enzymatycznej w dm’ inkubatu),
V. .- szybkos¢ maksymalna,

[S] - stezenie substratu,

K, - stala Michaelisa,

8.1. w/g Michaelisa-Mentena:
v=V,,IS]+ K, +[S]

Ky [SI]

8.2. w/g Lineweavera-Burka:
1+v=K,+[S]+V,.IS]

w !}

\
/ Wpax
»

-1/K,, 18]
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8.3. w/g Hofstee-Eadiego:

v V- Kyv+I[S]

9. Whnioski i uwagi
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Cwiczenie S

Temat: Izoenzymy N-acetylo-g-heksozoaminidazy

Podstawy teoretyczne

1. Definicja i znaczenie biologiczne 1zoenzymow.
2. Budowa N-acetylo-B-heksozoaminidazy.
3. Metody wykrywania i oznaczania izoenzymow N-acetylo-B-heksozoaminidazy.

Literatura

1. Filipowicz B., Wieckowski W., (1979): Zarys biochemii, PZWL, Warszawa, s. 109-110.

2. Harper H. A, i wsp. (1983): Zarys chemii fizjologicznej, PZWL, Warszawa, s. 106-107.

3. Rynkiewicz B., (1985): Oznaczanie aktywnosci catkowitej N-acetylo-B-D-glukozaminidazy oraz
izoenzymu B w preparatach biopsyjnych blony sluzowej ludzkiego zoladka., Praca magisterska,
Akademia Medyczna, Bialystok.

4. Cylwik B., (1986): Oczyszczanie i wlasciwosci izoenzymoéw N-acetylo-B-D-glukozaminidazy A1 B z
blony $luzowej ludzkiego zotadka., Praca magisterska, Akademia Medyczna, Biatystok.

5. Zapatowicz J., (1987): Analiza elektroforetyczna izoenzymoéw PB-heksozaminidazy btony sluzowej
ludzkiego zotadka., Praca magisterska, Akademia Medyczna, Biatystok.

6. Filipowicz B., Wieckowski W., (1990): Biochemia, PWN, Warszawa-Lo6dz, t. I, s. 380-384.

7. Zwierz K. i wsp., (1992): N-acetylo-f3-D-heksozoaminidaza - enzym choréb Tay-Sachsa 1
Sandhoffa., Postepy Biochemii, t.38, nr 3, 5.127-132.

8. Ostrowska L. i wsp., (1993): Rola, whasciwosci i znaczenie kliniczne N-acetylo-p-heksozoaminidazy.,
Postepy Ehgieny i Medycyny Doswiadczalnej, t. 47, nr 1, s. 67-79.

Cel ¢wiczenia

1. Rozdziat izoenzymo6w N-acetylo-B-heksozoaminidazy A i B na octanie celulozy.
2. Wykazanie wplywu podwyzszonej temperatury i obnizonego pH na stabilno$¢ izoenzymow
N-acetylo-p-heksozoaminidazy A1 B.

Odczynniki

1) bufor elektrodowy (50 mM bufor fosforanowy o pH 6,0);

2) bufor fosforanowo-cytrynianowy w/g Mc Ilvaine o pH 2.8;

3) bufor fosforanowo-cytrynianowy w/g Mc Ilvaine o pH 5,0,

4) bufor fosforanowo-cytrynianowy w/g Mc Ilvaine o pH 5,5;

5) substrat I (0,02% roztwoér 4-metylo-umbeliferylo-N-acetylo-B-glukozaminidu w buforze
fosforanowo—cytryniahowym w/g Mc Ilvaine o pH 4,0);
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6) 30% metanol; ,

7) substrat I (138 mg p-nitrofenyl0—2-acetamido—2—deoksy—B—D—glukopiranozydu rozpuszczono w 60
ml buforu fosforanowo-cytrynianowego w/g Mc Ilvaine o pH 4,7);

8) bufor fosforanowo-cytrynianowy w/g Mc Ilvaine o pH4,7;

9) 200 mM bufor boranowy o pH 9,8.

Wykonanie

1. Przygotowanie paskow z octanu celulozy

Przed rozpoczgciem elektroforezy nalezy na czterech paskach z octanu celulozy o wymiarach 120 x
25 mm narysowac zwyklym otéwkiem linie startu w odlegtosci 4 cm od krotkiego boku oraz zaznaczy(¢
(*) - koniec anodowy i (-) - koniec katodowy. Nastepnie paski nalezy wymoczy¢ przez dobe w 30%
metanolu, wyp{uk/aé dwa razy woda destylowang i umie$ci¢ w 50 mM buforze fosforanowym o pH 6,0
na 15-30 minut. Przed umieszczeniem paska w aparacie do elektroforezy usuna¢ nadmiar buforu bibuta
filtracyjna. ‘

2. Przygotowanie homogenatéw tkankowych do rozdzia%u elektroforetycznego

2.1. Przygotowanie homogenatoéw w buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,5:

Odwazy¢ 500 mg tkanki, np. watroby, nerki lub blony sluzowej zoladka, i dodaé 4,5 ml buforu
fosforanowo-cytrynianowego w/g Mc Ilvaine o pH 5,5. Tkanke zhomogenizowa¢ homogenizatorem
nozowym przez 2 minuty. Nastepnie homogenat odwirowaé przy 10.000 x g w ciagu 30 minut (12.000
obrotow/minutg, wirowka Unipan typ 310) i do rozdziatu elektroforetycznego zachowa¢ ptyn
nadosadowy.

2.2. Przygotowanie homogenatéw w buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5.,0:

Odwazy¢ 500 mg tkanki i doda¢ 4,5 ml buforu fosforanowo-cytrynianowego w/g Mc Ilvaine o pH 5,0.
Tkank¢ zhomogenizowaé homogenizatorem nozowym. Nastepnie homogenat odwirowaé przy 10.000
x g przez 30 minut (12.000 obrotéw/minute, wirdwka Unipan typ 310) i ptyn nadosadowy
preinkubowac w lazni o temperaturze 60°C przez 5 minut.

2.3. Przygotowanie homogenatow w buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 2,8:

Odwazy¢ 500 mg tkanki i dodaé 4,5 ml buforu fosforanowo-cytrynianowego w/g Mc Iivaine o pH 2,8
- Tkanke zhomogenizowaé homogenizatorem nozowym. Nastepnie homogenat odwirowaé przy 10.000
* & przez 30 minut (12.000 obrotow/minute, wirdwka Unipan typ 310) i ptyn nadosadowy
preinkubowac¢ w tazni o temperaturze 37°C przez 5 minut,




3. Rozdzial elektroforetyczny

Rozdziat przeprowadzi¢ w aparacie do elektroforezy poziome; (ryc. 1).

Pokrywa.
boooooOdI/

Octan %elulozg

ledlsJleelkeeliod]
o\ /®

Bufor

Ryc. 1. Schemat aparatu do elektroforezy biatek na octanie celulozy.

Po starannym umyciu aparatu napeini¢ kawatkami lodu dolng 1 gorna jego cze$é. Nastepnie napelni¢
50 mM buforem fosforanowym o pH 6,0 komory elektrodowe dolnej czgsci aparatu. Zawiesi¢ 4 paski z
octanu celulozy tak, aby oba brzegi kazdego paska byly umieszczone w komorach wypetnionych 50 mM
buforem fosforanowym o pH 6,0. Przeprowadzi¢ preelektroforeze od katody (— ) do anody (+) przy
natezeniu pradu 20 mA przez ok. 5 minut. Nanies¢ odwirowane homogenaty przygotowane w buforach
o pH 5,5; 5,0 i 2,8, kazdy na odzielny pasek octanu celulozy przy pomocy szkietka podstawowego lub
mikropipety w ilosci 5 pl w miejscu uprzednio narysowanej linii startowej. Wlasciwa elektroforeze
prowadzi¢ przez 2 godziny przy napigciu 200 V i natgzeniu pradu 20 mA.
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Po zakonczonej elektroforezie nalezy wylaczyé zasilacz aparatu do elektroforezy, a z paskami z octanu
celulozy zawierajacymi elektroforogramy nalezy postapi¢ jak opisano ponize;.

Z aparatu do elektroforezy wodg z roztopionego lodu i bufor fosforanowy nalezy wyla¢ do zlewu, a
aparat starannie umyc.

4. Wykrywanie izoenzymow

4.1. Sporzadzanie substratu I:
Substrat I przygotowac bezgposrednio przed utyciem.

2 mg 4-metylo-umbeliferylo-N-acetylo-B-glukozoaminidu (substrat I) rozpuscxc w 10 ml buforu
fosforanowo-cytrynianowego w/g Mc Ilvaine o pH 4,0.

4.2. Przeprowadzenie reakcji barwnej N-acetylo-p-heksozoaminidazy na
elektroforogramach:

/

Folia ——> / Prytka szklana

rl[ll]llll]lflllllllllllllllllll]ll[llllllll

IZOENZYMY __ /,, e /@
NA OCTANIE CELULOZ¥ , S-S
Aibura z substpratem /

PryTka szklana

/LL]IIIITI]]IIIllIIl]lIllIllIllIlllIIlller]

~_..—'

Ryc. 2. Sposéb wywotywania izoenzyméw N-acetylo-p-heksozoaminidazy A i B po elektroforezie na
paskach octanu celulozy.
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Na plytce szklanej (ryc. 2) umiesci¢ paski z bibuly filtracyjnej Whatman 1 1 nasaczy¢ je
przygotowanym bezposrednio przed uzyciem roztworem substratu [ (4-metylo-umbeliferylo-
-N-acetylo-B-glukozaminidu w buforze fosforanowo-cytrynianowym w/g Mc Iivaine o pH 4,0). Paski
octanu celulozy z materiatem badanym po elektroforezie utozy¢ na paskach bibuty nasaczone) substratem
i przykryé druga plyta szklana, zawina¢ w wilgotna ligning i foli¢ i umiesci¢ w cieplarce o temperaturze
37°C na ok. 30 minut.

Wyniki odczyta¢ umieszczajac plytke szklana z elektroforogramami pod lampa ultrafioletowa.

5. Przechowywanie paskow z octanu celulozy

Po odczytaniu wynikéw, paski z octanu celulozy przemy¢ dwukrotnie woda destylowana 1 umiesci¢ w
naczyniu wypelnionym 30% metanolem.

6. Oznaczanie aktywno$ci N-acetylo-g-heksozoaminidazy

Do 8 probowek oznaczonych 0, 0; 1, 1; 2, 2; 3, 3; odmierzy¢ po 150 pl substratu II (p-nitrofenylo-
-2-acetamido-2-deoksy-B-D-glukopiranozydu w buforze fosforanowo-cytrynianowym w/g Mc Ilvaine o
pH 4,7). Nastgpnie do probowek ,,0” doda¢ po 250 pl buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 4,7.
Do pozostatych proboéwek doda¢ po 200 pl buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 4,7 oraz po 50 pl
wyciagu enzymatycznego, odpowiednio: do probowek 1 i 1 wyciag sporzadzony w/g przepisu w punkcie
2.1., do probowek 2 i 2 w/g ptk. 2.2. oraz do probowek 3 i3 w/g pkt. 2.3. Wyciag enzymatyczny nalezy
przed dodaniem do mieszanin inkubacyjnych rozcieficzy¢ buforem fosforanowo-cytrynianowym o pH
4,7 w sposob podany w tabeli IV ¢wiczenia 3:

a) plyn nadosadowy homogenatu btony sluzowej zotadka 40 x,

b) plyn nadosadowy homogenatu watroby 100 X,

¢) ptyn nadosadowy homogenatu nerki 200 x.

Zawarto$¢ probowek wymieszaé i inkubowa¢ przez 30 minut w fazni o temperaturze 37°C. Po tym
czasie proby wyja¢ z lazni, ozigbi¢ i doda¢ do nich po 1 ml 200 mM buforu boranowego o pH 9,8.
Uzywajac spektrofotometru odczytac ekstynkcje przy dugosci fali 410 nm i porownac ich wartosci w
probach oznaczonych 1, 21 3.
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Tabela L.

Nr proby Rodzaj proby Wartos¢ E,, Liczba i jakos$¢ prazkéw po
$r. elektroforezie na octanie celulozy

1 Plyn nadosadowy w buforze
fosforanowo-cytrynianowym
1 opHS,S

2 Plyn nadosadowy w buforze
fosforanowo-cytrynianowym
2 o pH 5,0 po inkubacji w
60°C przez 5 minut

3 Ptyn nadosadowy w buforze
fosforanowo-cytrynianowym
3 o pH 2,8 po inkubacji w
37°C przez 5 minut

7. Whioski i uwagi
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Cwiczenie 6

Temat: Transaminacja

Podstawy teoretyczne

1. Wzory a-L-aminokwasow,

2. Metody wykrywania i oznaczania aminokwaséw.

3. Reakcja aminokwaséw z ninhydryng,

4. Chromatografia bibutowa aminokwasow.

5. Wspolczynnik R,.

6. Biosynteza i katabolizm aminokwaséw.

7. Przebieg reakciji katalizowanej przez aminotransferaze alaninowa (ALAT).

Literatura

1. Kanski M., (1957): Chromatografia aminokwasow., w: Chromatografia, red. Opienska-Blauth J .,
Waksmundzki A., Kanski M., PWN, Warszawa, s. 427-491.

2. Jaroszewicz L. i wsp., (1969): Aminotransferases in cases of gastric ulcers., Digestion, nr 2, s.
323-328.

3. Harper H A. i wsp., (1983): Zarys chemii fizjologicznej, PZWL, Warszawa, s. 23-36, 105-106,
229-237, 538-614.

4. Stryer L., (1986): Biochemia, PWN, Warszawa, s. 33-40, 438-461, 505-507.

5. Filipowicz B., Wigckowski W, (1986): Biochemia, PWN, Warszawa-L6dz, t. 11, s, 142-155,
434-438.

6. Filipowicz B., Wieckowski W, (1990): Biochemia, PWN, Warszawa-L0dz, t. 1, s. 142-155, 434-438.

Cel ¢wiczenia

Wykazanie reakcji transaminacji na przykladzie katalitycznego dziatania transaminazy alaninowej
(AIAT) otrzymanej z mig$nia sercowego. ‘

Odczynniki

1) 0,2 M alanina o pH 8,0,

2) 0,2 M kwas glutaminowy o pH 8,0,

3) 0,2 M kwas o-ketoglutarowy o pH 8,0,

4) 0,5 M fosforan disodowy - Na, HPO, o pH 8,3,

5) aminotransferaza otrzymana z miesnia Sercowego swini,
6) 4 mM EDTA w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,5
7) amoniak stezony,

bl
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8) mieszanina rozpuszczalnikow: etanol - butanol I rzedowy - amoniak - woda (60 : 20 - 5 - 15),
9) odczynnik ninhydrynowy.

Wykonanie

1. Otrzymywanie aminotransferazy alaninowej

Serce powinno by¢ zamrozone przez kilka tygodni. Po rozmrozeniu serce pokroié, oczyscié z tuszczu
1 odwazy¢ 2 g. Nastepnie do 2 g tkanki doda¢ 8 ml roztworu 4 mM EDTA w 0,1 M buforze
fosforanowym o pH 7,5 i zhomogenizowaé homogenizatorem nozowym. Homogenat odwirowaé przy
1000 x g przez 10 minut. Do dalszych do$wiadczen zachowaé plyn nadosadowy, w ktérym znajduje si¢
enzym - aminotransferaza alaninowa (AIAT).

2. Sporzadzanie mieszanin inkubacyinych

2.1. Sporzadzanie proby kontrolne;j

Do probowki odmierzy¢ 0,2 ml 0,5 M fosforanu disodowego - Na, HPO, o pH 8,3; 0,3 ml roztworu
alaniny; 0,1 ml roztworu kwasu o-ketoglutarowego i 1,5 ml ptynu nadosadowego zawierajacego
aminotransferaze alaninowa. Zawarto$¢ probowki zamieszaé i umiescié natychmiast we wrzacej lazni
wodnej na 10 minut. Po inaktywacji enzymu zawarto$¢ probowki przesaczy¢.

2.2. Sporzadzanie proby wlasciwej

Do probowki odmierzy¢ 0,2 ml 0,5 M roztworu Na, HPO, o pH 8,3; 0,3 ml roztworu alaniny; 0,1 ml
roztworu kwasu a-ketoglutarowego i 1,5 ml ptynu nadosadowego zawierajacego aminotransferaze
alaninowa. Zawarto$¢ probowki zamiesza¢ i umiesci¢ natychmiast w tazni wodnej o temperaturze 37°C

na 2 godziny. Po inkubacji zawarto$¢ probowki zagotowacé i przesaczyé.

3. Chromatografia

3.1. Przygotowanie bibuty

Na bibule Whatman 1 (ryc. 1.) o wymiarach 14,5 x 30 cm w odleglosci 3 cm od dolnego brzegu (jeden
z krotkich brzegdéw) narysowa¢ zwykiym oféwkiem linig startu. Na tej linii zaznaczyé zwyklym
otéwkiem pierwszy punkt w odlegtosci 3,5 cm od lewego brzegu, a nastepnie trzy pozostate w
odlegtosciach co 2,5 cm. Punkty te opisaé kolejno od lewej, piszac pod nimi zwykiym otowkiem
symbole: Ala (miejsce naniesienia na bibule alaniny), Glu (miejsce naniesienia na bibute kwasu
glutaminowego), K (miejsce naniesienia na bibute proby kontrolnej) oraz W (miejsce naniesienia na
bibul¢ proby wiasciwej).
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Ryc.1. Przygotowanie bibuly do chromatografii (opis w punkcie 3.1.)

3.2. Przygotowanie komory amoniakalne;j

Do szklanej komory wlaé pod wyciagiem stezonego amoniaku (h = 0,5 cm) i przykry¢ szczelnie plyta
szklang.

3.3. Przygotowanie komory chromatograficznej

Do szklanej komory wlaé mieszaniny rozpuszczalnikow (solwent): etanol - butanol 111 rz¢dowy -
amoniak - woda (60 : 20 : 5 : 15) (h = | cm), §. w takiej ilosci, aby dolny brzeg zawieszonej bibuly mogt
by¢ zanurzony 0,5 cm w tej mieszaninie. Komorg szczelnie przykryé plyta szklang.

3.4. Nanoszenie probek na bibule chromatograficzng

3.4.1. Nanoszenie probki alaniny
Na punkt zaznaczony na bibule jako Ala naniesé szklang kapilarg 1 kroplg roztworu alaniny i
wysuszyC w strumieniu cieplego powietrza dmuchawy elektryczne;.
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3.4.2. Nanoszenie probki kwasu glutaminowego

Na punkt zaznaczony na bibule jako Glu nanies¢ szklang kapilarg 1 krople roztworu kwasu
glutaminowego i wysuszy¢ w strumieniu cieplego powietrza dmuchawy elektryczne;.

3.4.3. Nanoszenie proby kontrolnej

Na punkt zaznaczony na bibule jako K nanies¢ szklana kapilarg 1 kroplg roztworu préby kontrolnej i
wysuszy¢ w strumieniu cieplego powietrza dmuchawy elektrycznej. Po wysuszeniu, w to samo miejsce
nanies¢ jeszcze 1 kroplg roztworu proby kontrolnej i wysuszy¢ ponownie w strumieniu cieplego
powietrza dmuchawy elektrycznej.

3.4.4. Nanoszenie proby wlasciwej
Na punkt zaznaczony na bibule jako W nanies¢ szklang kapilarg 1 krople roztworu préby wlasciwej i
wysuszy¢ w strumieniu cieplego powietrza dmuchawy elektrycznej. Po wysuszeniu, w to samo miejsce
nanies$¢ jeszcze 1 krople roztworu proby wiasciwej i wysuszy¢ ponownie w strumieniu cieplego
powietrza dmuchawy elektrycznej.

3.5. Wia$ciwa chromatografia

3.5.1. Neutralizacja wolnych aminokwasow i kwasnych soli
Po naniesieniu prob i wysuszeniu bibule zawiesi¢ w komorze amoniakalnej na 30 minut, aby
zneutralizowa¢ wolne aminokwasy i kwasne sole.

3.5.2. Rozwijanie chromatogramow
Z komory amoniakalnej bibul¢ przenies¢ do komory z mieszaning rozpuszczalnikéw (solwent): etanol -
butanol III rz. - amoniak - woda (60 : 20 : 5 : 15) i zawiesi¢ tak, aby dolny jej brzeg byt zanurzony w
solwencie na glgbokos¢ 0,5 cm. Chromatogram rozwijaé,az czoto solwentu przejdzie okoto 20 cm od
linii startu 1 wyja¢ z komory. '

3.5.3. Suszenie chromatogramow

Wyjety z komory chromatogram suszy¢: najpierw na powietrzu, a potem w cieplarce o temperaturze
- 90°C przez S minut.

3.6. Wywolywanie chromatograméw

Wysuszony chromatogram spryska¢ odczynnikem ninhydrynowym i ponownie ogrzaé w cieplarce o
temperaturze 90°C przez 3 minuty. Zaobserwowac¢ pojawianie si¢ barwnych plam aminokwaséw na
chromatogramie.

4. Wspdlczynnik RE

Na podstawie obliczonych wspélciynnikéw R, dla poszczego6lnych plam zidentyfikowa¢ rozdzielone
aminokwasy.




5. Whnioski i uwagi
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odlegto$¢ plamy aminokwasu od linii startu

odlegto$¢ czota solwentu od linii startu
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Cwiczenie 7

Temat: Biatka komorkowe i bialka osocza krwi.
Analiza elektroforetyczna biatek frakcji cytoplazmatyczno-mikrosomalne;j i
bialek osocza w zelu poliakrylamidowym

Podstawy teoretyczne

A W N -

. Biatka jako elektrolity.

. Biatka osocza krwi (skiad i rola biologiczna).

. Biatka komorkowe (skiad i rola biologiczna).

. Elektroforeza biatek.

. Analiza elektroforetyczna biatek w zelu poliakrylamidowym.

Literatura

7.

. Ostrowski W, (1970): Elektroforeza w badaniach biochemicznych i klinicznych, PWN, Warszawa,
5. 189-199.

. Sznajd J. (red.), (1983): Biochemia kliniczna w praktyce lekarskiej, PZWL, Warszawa, s. 109-128,
673-674, 696-719, 776-777, 1034-1035.

. Pawelski S., Maj S., (1987): Normy i kliniczna interpretacja badan diagnostycznych w medycynie
wewngtrznej, PZWL, Warszawa, s. 18-49.

. Filipowicz B., Wigckowski W., (1990): Biochemia, PWN, Warszawa-L.odz, t. 1, s. 189-191.

. Angielski S., (1990): Biochemia kliniczna i analityczna, PZWL, Warszawa, s. 17, 30, 336-347,
532-541. ' ‘

- Hames B.D,, (1990): One-dimensional Polyacrylamide gel electrophoresis., w: Gel electrophoresis of

proteins, red. Hames B.D., Rickwood D., Oxford University Press, New York, s. 1-147.
Bollag D.M,, (1991): Gel electrophoresis under denaturing conditions., w: Protein methods, red.
Bollag DM, Edelsteien S.J., Wiley-Liss, Inc., New York, s. 95-142.

Cel éwiczenia

1

. Wykonanie elektroforezy biatek frakcji cytoplazmatyczno-mikrosomalnej i biatek osocza w zelu

poliakrylamidowym.

2

. Analiza obrazow elektroforetycznych biatek frakcji cytoplazmatyczno-mikrosomalnej i bialek osocza

po rozdziale w zelu poliakrylamidowym.

Odczynniki

1) 1,5 M bufor TRIS (2-amino-2-hydroksymetyl-1,3-propandiol)-HCl o pH 8 8;
2) 0,5 M bufor TRIS-HCl o pH 6,8,
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3) roztwér akrylamidow (30% akrylamidu i 2,7% bis-akrylamidu (N,N'-metyleno-bis-akrylamid),
5) TEMED (1,2-bis-dimetylaminoetan);
6) 10% nadsiarczan amonu;
7) 10% SDS (siarczan dodecylanu sodu);
8) glicerol; '
9) glicyna;

10) EDTA (wersenian dwusodowy);

11) 2-merkaptoetanol;

12) 0,0 4% bi¢kit bromofenolowy;

13) Coomassie Brilliant Blue;

14) kwas octowy;

15) etanol; v

16) nasycony wodny roztwér N-butanolu

Wykonanie

1. Przygotowanie probek do elektrofofezv

1.1. Bufor lizujacy:

W celu przygotowania buforu lizujacego nalezy zmiesza¢:
1) 0,5 ml buforu TRIS-HCl o pH 6,8,
2) 2 ml 10% SDS,
3) I ml glicerolu,
4) 0,5 ml merkaptoetanolu,
5) 0,2 ml 0,04% bi¢kitu bromofenolowego,
6) 1,3 ml wody. ‘

1.2. Przygotowanie tkanki:

Odwazy¢ 0,5 g tkanki, umiescié ja w zlewce i doda¢ 4,5 ml 154 mM KCIL. Zhomogenizowaé
homogenizatorem nozowym przez 1 minute. Homogenat przeniesé do probowki wiréwkowej 1 wirowag

przy 10.000 x g przez 10 minut w wirowce Unipan typ 310. Nastepnie do probéwki Eppendorfa o

pojemnosci 1,5 ml wlaé 100 pl ptynu nadosadowego i doda¢ rowna objetosé buforu lizujacego (patrz
pkt. 1.1.), probowki zamknaé i umiesci¢ we wrzacej fazni wodnej na 5 minut, a nastepnie ozigbié.

1.3. Przygotowanie surowicy:

Do probéwki Eppendorfa o pojemnosci 1,5 ml wla¢ 100 ul surowicy i réwna objetosé buforu
lizujacego (patrz pkt. 1.1.), probowke zamkna¢, wymieszaé zawarto$é i umiescié we wrzace) tazni
wodnej na 5 minut, a nastgpnie ozigbié.
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2. Przygotowanie plyty zelowej

2.1. Mycie plytek szklanych:

Plyty szklane nalezy dokfadnie umy¢ w detergencie, umiesci¢ na dobe w mieszaninie chromowe;j i
wyptukaé najpierw w wodzie wodociagowej, a nastgpnie w wodzie destylowane;j i wysuszy¢ w suszarce.

2.2. Zestawienie komory:

Wysuszone plytki szklane nalezy ztozy¢ w/g schematu (ryc. 1).

Wiegksza
—— phytka
szklana

Przektadka

Mniejsza
fe—— plytka
szklana

PRZED ZEKOZENIEM KOMOR¥

PO ZEOZENIU KOMORY¥

Ryc. 1. Skiadanie elementéw komory, w ktorej polimeryzuje sie plyte zelowa.

Wigksza plytke szklang utozy¢ na stole, nastepnie wzdluz krétszych bokéw potozyé przektadki
uprzednio posmarowane delikatnie smarem silikonowym. Polozyé mniejsza plyte szklana. Migdzy
plytkami i przekladkami powstaje wolna przestrzen.

Tak przygotowang komorg umiesci¢ w aparacie do elektroforezy (ryc. 2) i umocowaé przy pomocy
klindw.
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—— —— /
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Ryc.13 WIDOK Z PRzZODU

Ryc. 2. Schemat aparatu do elekiroforezy biatek na zelu poliakrylamidowym.
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3. Zel rozdzielajacy (zel dolny)

3.1. Odczynniki:

1) 6,7 ml wody
2) 5 ml 1,5 M buforu TRIS-HCl o pH 8,8,
3) 8 ml roztworu akrylamidow.
4) 0,2 ml 10% SDS,
Katalizatory:
5) 0,1 ml 10% nadsiarczanu amonu,
6) 10 ul TEMED-u.

3.2. Przygotowanie zelu rozdzielajacego:

W matej kolbce przygotowaé zel rozdzielajacy biorac odczynniki wymienione w pkt 3.1. i w
wymienionych tam objetosciach, ale nie dodawaé katalizatoréw.

3.2.1. Zel korkujacy:

Do probowki na 10 m! odla¢ 2 m! przygotowanego j/w roztworu i dodaé po 5 pl kazdego z
katalizatorow, blyskawicznie wymieszaé i pipeta wla¢ 1 ml roztworu po jednej przektadce migdzy
szklane plytki komory (ryc. 3). Na dnie powinna utworzy¢ si¢ cienka warstwa akrylamidow. Po ok. 10
minutach akrylamidy powinny spolimeryzowac.

Ryc. 3. Wprowadzanie do komory roztworu zelu korkujacego (w nastgpnej kolejnosci podobnie
wprowadza sie zel rozdzielajacy).

o
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3.2.1. Zel rozdzielajacy:

Po upewnieniu sig, ze zel korkujacy spolimeryzowat (nie jest juz plynny) do reszty wczeséniej
przygotowanego zelu rozdzielajacego dodaé katalizatoréw w ilosciach podanych w pkt. 3.1,
blyskawicznie wymiesza¢ i wlaé go pomiedzy pomiedzy plytki komory (ryc. 3). Odleglosé pomigdzy
gorna krawedzia mniejszej szyby a poziomen: zelu powinna wynosi¢ 1,5 cm (ryc. 4).

Na powierzchni¢ wylanego zelu delikatnie nawarstwié pipeta 0,5 ml dolnej fazy nasyconego roztworu
butanolu. ‘

Polimeryzacja zelu trwa 30 minut.

u |
1
liiom
polimeryzujacy
2el rozdzielajgcy // /
ol /
Ryc. 4. Polimeryzacja zelu rozdzielajacego.
? 4. Przygotowanie zelu zageszczajacego (zel g6m

Po spolimeryzowaniu zelu rozdzielajacego (zel dolny) zlaé roztwér nawarstwiajacy, przeplukaé
powierzchnig zelu 2 razy woda redest. i osuszy¢ bibulg,

R

4.1. Odczynniki:

W kolbce przygotowac stale mieszajac zel zageszczajacy o skladzie:
1) 2,5 ml 0,125 M buforu Tris-HCl o pH 6,8,
2) 6,1 ml wody
3) 1,3 ml roztworu akrylamidow,
4) 0,1 ml 10% SDS,

L
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Katalizatory:
5) 50 pl 10% nadsiarczanu amonu,
6) 10 ul TEMED-u.

4.2. Zel zageszczajacy:

Wymieszaé blyskawicznie roztwory przygotowane w/g pkt. 4.1. i wla¢ mi¢dzy plyty komory (ryc. 5).

Nastepnie do gornego zelu wsunag grzebien (zgbami do dotu) (ryc. 6). Nalezy uwazaé aby nie
wepchnaé pecherzykow powietrza pod zgby grzebienia.

Polimeryzacja zelu gbrmego (ryc. 7) trwa 30 minut.

<« pipeta pasterowska

Zel rozdzielajacy

Ryc. 5. Wprowadzanie roztworu zelu zageszczajgcego do komory.

niespolimeryzowany __|
2] zageszezajacy
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Ryc. 7. Polimeryzacja zelu zaggszczajacego.

3. Przeprowadzenie rozdzialu elektroforetycznego

5.1. Bufor elektrodowy o pH 8,3:

1) 6 g TRIS-u,

2) 28,8 g glicyny,

3) 1 g SDS,

4) 1,87 g EDTA,

5) woda do 1000 ml.

5.2. Przygotowanie aparatu do elektroforezy

Ostroznie wysunaé z komory grzebien (w zelu zageszczajacym powstaly studzienki) (ryc. 8).

Komorg szklana zawierajaca zele wstawié pionowo wraz z aparatem do pojemnika (ryc. 2) i wlaé
bufor elektrodowy (w/g pkt. 5.1.) do gérnego i dolnego pojemnika, tak aby bufor w gérnym zbiorniku
przykrywal warstwg | cm studzienki w zelu.

5.3. Elektroforeza:
5.3.1. Nanoszenie probek do studzienek:

Uzywajac strzykawki Hamiltona lub pipety automatycznej z cienkim »ipsem” ostroznie nanie$é do
studzienek po 10 pl przygotowanych probek (ryc. 8).
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' , / strzykawka Hamiltona
roztwor biatka lub pipeta automatyczna

— przegroda migdzy studzienkami

-

studzienka

Ryc. 8. Wprowadzanie roztworu biatka do studzienek w Zelu zageszczajgcym.

5.3.2. Elektroforeza wstepna:
Po naniesieniu probek aparat przykry¢ pokrywa.
Przy pomocy kabli potaczyé aparat do elektroforezy z zasilaczem (ryc. 2), tak aby prad plynat w
kierunku od katody () (gorna elektroda) do anody (+) (dolna elektroda). Natychmiast wiaczy¢ zasilacz
pradu i ustawi¢ prad o wartosci 30 mA (80-100 V).

5.3.3. Elektroforeza wlasciwa:

Po wniknieciu barwnika w dolny (rozdzielajacy) zel zwigkszy¢ przeptyw pradu do wartosci 40-45 mA
(ok. 150 V) dla zelu grubosci 1,5 mm. Elektroforeza trwa ok. 2 godzin.

5.3.4. Zakonczenie elektroforezy:

Po dojsciu czota barwnika na odlegtos¢ ok. 0,5 cm od dolnego kofica zelu wytaczy¢ zasilacz, odtaczy¢
od aparatu przewody doprowadzajace prad i wyja¢ srodkowa czg$¢ aparatu z zelami. Nastgpnie z
aparatu wyjaé szyby z zelem i utozy¢ je na stole. Zel wyjac ostroznie sporiliedzy szklanych ptyt (nalezy
pracowac w gumowych rekawicach).

6. Barwienie zelu

Umiesci¢ zele w kuwecie z roztworem barwiacym o skladzie:
1) 500 mg% Coomassie Brilliant Blue,

2) 400 ml kwasu octowego,

3) 100 ml etanolu,
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4) woda do 1000 ml,

i barwic przez 1 godzing w temperaturze laboratoryjnej delikatnie mieszajac, lub zostawié do nastepnego
dnia bez mieszania.

7. Odbarwianie zelu

Zel wyja¢ ostroznie z barwnika, wyptukaé w wodzie i umiesci¢ w kuwecie z odbarwiaczem o sktadzie:
1) 400 ml lodowatego kwasu octowego,
2) 100 ml etanolu,
3) woda do 1000 ml,
i przez 10 minut delikatnie miesza¢. Nastgpnie zmieniaé¢ odbarwiacz na nowy o skladzie:
1) 100 ml lodowatego kwasu octowego,
2) 100 m! etanolu,
3) woda do 1000 ml,
1 zmienia¢ go co 10 minut, stale mieszajac, az do uzyskania bezbarwnego ta.

8. Prze$wietlanie zelu

Po uzyskaniu bezbarwnego tla zel umiescié w kuwecie z 6% wodnym roztworem kwasu octowego na
czas od 1 do kilku godzin.

9. Analiza obrazow elektroforetycznych bialek w zelu poliakrylamidowym

Na stoliku aparatu ,,Gel Documentation System 5000 firmy Ultra Violet Products, Ltd, Cambridge,
Anglia, utozy¢ listek przezroczystej foliii, a na nim zabarwiony zel z pasmami elektroforetycznymi biatek.
Obserwujac ekran monitora ,,Gel Documentation Systzin 5000” przeanalizowa¢ skiad i okresli¢ stezenie
poszczegolnych biatek rozdzielonych przy zastosowaniu elektroforezy w zelu poliakrylamidowym.

10. Wnioski i uwagi
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Cwiczenie 8

Temat: Otrzymywanie kwasow nukleinowych z leukocytow

Podstawy teoretyczne

1. DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (budowa, wystepowanie, funkcja biologiczna, biosynteza i
katabolizm).

2. RNA - kwas rybonukleinowy (budowa, wystepowanie, funkcja biologiczna, biosynteza i katabolizm).
3. Rodzaje RNA (mRNA, tRNA i rRNA).

4. Metody otrzymywania i badania struktury kwasow nukleinowych.

Literatura

1. Harper H.A. 1 wsp., (1983): Zarys chemii fizjologicznej, PZWL, Warszawa, s. 175-200, 615-670.

2. Stryer L., (1986): Biochemia, PWN, Warszawa, s. 528-552, 580-778.

3. Beardsley T., (1991): Sprytne geny., Swiat Nauki, nr 2, s. 70-80.

4. Erickson D., (1992): Rozszyfrowywanie ludzkiego genomu., Swiat Nauki, nr 6 (10), s. 82-90.

5. Barciszewska M.Z,, Barciszewski J., (1992): Zaleznosé funkcji kwasow nukleinowych od struktury.,
Postepy Biochemii, t. 38, nr 4, s. 171-178.

6. Olson A.J., Goodsell D.S., (1993): Obrazy czastek biologicznych., Swiat Nauki, nr 1 (17), s. 44-50.

Cel éwiczenia
Wyizolowanie DNA leukocytéw krwi ludzkiej.
Odczynniki

1) mieszanina lityczna (4,146 g NH,Cl; 0,5 g KHCO,; 2 ml1 0,05 M EDTA; uzupeini¢ woda do 300
ml),

2) bufor SE (1,9 ml 4 M NaCl; 4,8 ml 0,05 M EDTA; uzupeini¢ woda do 100 ml),

3) 20% siarczan dodecylanu sodu (SDS),

4) pronaza: 20 mg rozpusci¢ w 1 ml wody i pozostawi¢ przez 2 godziny w cieplarce w temperaturze
37°C; przechowywaé w temperaturze -20°C,

5) nasycony roztwor NaCl,

6) 96% etanol,

7) 70% etanol,

8) bufor TE (121 mg Tris-HCI; 18,6 mg EDTA o pH 7.4; uzupetni¢ woda do 100 ml).
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Wykonanie

KREW

# liza erytrocytow

LIZAT KRWI
C_/ wirowanie I (1500 % g przez 10 min.)

v

OSAD LEUKOCYTOW PLYN NAD OSADEM —»
C zawiesi¢ w buforze litycznym i wirowa¢ 11 (3000 % g przez 15 min.)

v '

OSAD PLYN NAD OSADEM —»
l proteoliza i inkubacja w temp. 37 przez 15-20 god.
ZAWIESINA POINKUBACYJINA

l wytrqcanie biatka

ZAWIESINA PO WYTRACENIU BIALKA
C wirowanie I11 (8000 * g przez 15 min.)

‘ :

<+— OSAD PLYN NAD OSADEM
l wytrqcanie DNA 96% etanolem

ZAWIESINA DNA
C wirowanie IV (12000 x g przez | min.)

OSAD DNA PLYN NAD OSADEM —»
l przeplykiwanie 70% etanolem

DNA ,
l bufor TE

DNA
l trawienie RNA-azq lub RNA-azq i DNA-azq

ELEKTROFOREZA DNA

Ryc. 1. Schemat otrzymywania DNA z leukocytéw krwi ludzkiej.
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UWAGA!
Uiywany w tym éwiczeniu material biologiczny (krew ludzka) moze byé zainfekowany HIV

wywolujacym AIDS i WZW wywolujgcym ioltaczhe zakaing. Cwiczenie naleiy wykonywa¢ z
zachowaniem szczegdinych srodkow ostroinosci.

Proces izolowania kwaséw nukleinowych z leukocytow krwi (ryc. 1) trwa 2 dni.
I etap (dzien) preparatyki

1. Liza krwinek

1.1. Pierwszy etap

Do probowki Falcon o objetosci 50 ml wla¢ 10 ml $wiezej lub konserwowanej krwi. Nastepnie dodaé
30 ml 5 x rozcieficzonego woda zimnego buforu litycznego. Powstala zawiesing delikatnie mieszaé przez
odwracanie probowki przez 5 minut.

1.2. Drugi etap

Wymieszang zawiesing inkubowaé 30 minut w pojemniku z lodem. W trakcie inkubacji zawarto$é
probowki kilkakrotnie miesza¢ w sposob jak poprzednio. Po inkubacji ciemnoczerwona barwa zawiesiny

w probowce powinna staé si¢ bardziej przejrzysta.

2. Wirowanie [

Zawiesing podzieli¢ na dwie czesci po 20 ml. Wircwanie przeprowadzié w wiréwee typ 7-52 przy
2000 obrotow/minutg przez 10 minut w temperaturze 4°C. Do dalszej preparatyki zachowaé osad.

3. Wirowanie II

Osady zawiesi¢ w 5 ml zimnego buforu litycznego i przeniesé do probowek plastikowych o pojemnosci
8 ml i delikatnie wymiesza¢ przez odwracanie probowki przez 5 minut. Zawiesiny wirowaé w wirdwce
Unipan typ 310 przy 4000 obrotow/minute przez 15 minut w temperaturze 4°C. Plyn nadosadowy
odrzuci¢.

Etap ten nalezy powtarza¢, az osad leukocytow stanie si¢ bezbarwny.

4. Proteoliza

Osad leukocytow zawiesi¢ w 5 ml buforu SE i przeniesé ponownie do probowki Falcon. Nastepnie
doda¢ 25 pl roztworu pronazy oraz 250 ul 20% SDS. Zawarto$é probowki dokfadnie wymieszac.
Mieszaning inkubowac w cieplarce o temperaturze 55°C przez 15-20 godzin.
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I1 etap (dzien) preparatyki

5. Wytracanie biatka

Do zawiesiny poinkubacyjnej dodac 1,5 ml nasyconego roztworu NaCl i wymiesza¢ na mieszadle
Vortex przez 10 sekund.

6. Wirowanie 11

Zawiesing przenies¢ do probowki plastikowej o objetosci 8 ml i wirowaé w wirowce Unipan typ 310
przy 10000 obrotéw/minutg przez 15 minut w temperaturze laboratoryjne;.

Po odwirowaniu powinien pojawic¢ si¢ osad biatka, a plyn nad osadem powinien by¢ klarowny. Jesli tak
nie jest, to nalezy dodac jeszcze 1 ml nasyconego roztworu NaCl, wymiesza¢ i odwirowac¢ jak
poprzednio. Do dalszej preparatyki zachowa¢ plyn nadosadowy.

7. Wytracanie DNA

Plyn nadosadowy zdekantowa¢ do szklanej kalibrowanej probowki o pojemnosci 15 ml i dodaé
dwukrotna objetosc 96% etanolu. Zawartos¢ probowki delikatnie wymieszaé, az wytraci si¢ DNA w
postaci ktaczka. Nastepnie zawarto$é probowki delikatnie przela¢ do zlewki. Uzywajac pipety
automatycznej ze scigtym ,tipsem” przenies¢ klaczek DNA do probowki Eppendorfa o pojemnosci 1,5
ml.

8. Wirowanie IV

Probowki Eppendorfa umiescié¢ w wiréwece MPW 320 i wirowaé przez 1 minut¢. Plyn nadosadowy
odrzucic.

9. Przemywanie DNA

'Osad DNA przemywac¢ 2 razy 70% etanolem, a nastgpnie etanol zla¢ 1 probowke zostawié do
odparowania jego resztek.

10. Przechowywanie otrzymanego DNA "

Uzyskany DNA zawiesi¢ w 1,5 ml buforu TE rozcienczonego uprzednio woda redestylowana 10 razy.
Przechowywac¢ w chiodni o temperaturze 4°C.

11. Whnioski i uwagi
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Cwiczenie 9

Temat: Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Podstawy teoretyczne

1. Nukleotydazy 1 ich funkcja biologiczna.
2. Endonukleazy restrykcyjne 1 ich rola w badaniach laboratoryjnych.
3. Elektroforeza DNA.

Literatura

1. Harper H.A. i wsp., (1983): Zarys chemii fizjologicznej, PZWL, Warszawa, s. 642-659.
2. Stryer L., (1986): Biochemia, PWN, Warszawa, 5. 580-622.

3. Wrzesifiski J., Krzyzosiak W., (1990): Nowoczesne metody sekwencjonowania DNA , Postepy
Biochemn, t. 36, nr 1-2, s. 21-31. '

4. Moyzis R K., (1991): Ludzki telomer., Swiat Nauki, nr 2, s. 28-36.

5. Koziotkiewicz M., (1993): Oddziatywanie restrykcyjnej endonukleazy Eco RI i DNA., Postepy
Biochemii, t. 37, nr 1, 5. 23-32.

Cel éwiczenia

1. Elektroforeza DNA leukocytow krwi ludzkiej w zelu agarozowym.
2. Poréwnanie obrazéw elektroforetycznych DNA przed i po trawieniu DNA-azg.

Odczynniki

1) 10 mg/ml DNA-azy w wodzie,

2) 10 mg/ml RNA-azy w wodzie,

3) barwnik obciazajacy (3,3 g sacharozy uzupetni¢ woda do 5 ml i rozpusci¢, nastgpnie doda¢ 20 mg
blgkitu bromofenolowego),

4) 0,8% agaroza w buforze elektrodowym o pH 7,8,

5) bufor elektrodowy o pH 7,8 (54 g Tris-NaOH,; 27,5 g kwasu borowego; 20 ml 0,5 M EDTA o pH
8,0; uzupeini¢ woda do 1000 ml),

6) bromek etydyny (5 mg bromku etydyny rozpusci¢ w 1 ml wody).
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Wykonanie

1. Trawienie DNA

Wyizolowany DNA podczas éwiczenia 8, zawieszony w buforze TE nalezy podda¢ trawieniu
RNA-aza i DNA-aza.

1.1. Usuwanie RNA przez trawieniec RNA-aza;

Do probowki Eppendorfa pobra¢ 50 pl mieszaniny zawierajacej DNA i dodaé 5 pl roztworu RNA-azy
(w celu pozbycia si¢ balastowego RNA) oraz 10 pl wody redestylowanej, wymieszaé na mieszadle
Vortex przez 30 s i inkubowa¢ 30 minut w tazni o temperaturze 37°C.

1.2. Trawienie DNA przy uzyciu DNA-azy:

Do probowki Eppendorfa pobra¢ 50 ul mieszaniny zawierajacej DNA i dodaé 5 pl roztworu RNA-azy
(w celu pozbycia si¢ balastowego RNA), wymiesza¢ na mieszadle Vortex przez 30 s i inkubowaé 5 minut
w tazni o temperaturze 37°C. Nastepnie dodaé 10 pl roztworu DNA-azy i ponownie wymieszaé na
mieszadle Vortex przez 30 s. Otrzymang mieszaning inkubowaé 5 godzin w tazni o temperaturze 37°C.

2. Przygotowanie prébki DNA do elektroforezy

Do jednej probowki Eppendorfa oznaczonej ,,1” pobraé 30 pl mieszaniny zawierajacej DNA nie
trawiony endonukleazami i doda¢ 3 pl barwnika obciazajacego.

Do drugiej probowki Eppendorfa oznaczonej ,,2” pobra¢ 30 ul mieszaniny zawierajacej DNA trawiony
RNA-aza (przygotowany w/g punktu 1.1.) i doda¢ ? pl barwnika obciazajacego.

Do trzeciej probowki Eppendorfa oznaczonej ,,3” pobra¢ 30 pl mieszaniny zawierajacej DNA trawiony
DNA-aza i RNA-aza (przygotowany w/g punktu 1.2.) i dodaé 3 ul barwnika obciazajacego.

Wszystkie probowki nalezy wymiesza¢ na mieszadle Vortex przez 30 s.

3. Przygotowanie Zelu do elektroforezy (na 200 ml roztworu)

Do kolbki stozkowej o pojemnosci 300 mi dodac:
a) 1,6 g agarozy,
b) 40 ml buforu elektrodowego o pH 7.8,
¢) 160 ml wody redestylowane;.

Zawartos¢ kolbki wymieszac i ustawic na grzejniku elektrycznym. Roztwor gotowaé przez 15 minut az
do rozpuszczenia si¢ agarozy. Co 5 minut zawarto$é kolbki nalezy zamiesza¢. Tak przygotowang
agaroze¢ zdjac z grzejnika i ostudzi¢ do 56°C stale mieszajac. Nastepnie dodaé 20 pl roztworu bromku
etydyny.
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4. Przygotowanie aparatu do elektroforezy

Ogranicznik
'szkfa Szkto
uszczelniajgcego  Grzebieh  Komora uszczelniajgce
20 mm
7 7
% ZTI
© @
Ryc44 PRZEKROJ APARATU PODCZAS ZELIFIKACII AGAROZ¥
I 7 Studzienka na DNA |

B B
;a?;ggd; / T T /;réﬂo;&-;_
S % % -

T
+

© @
Ryc.1.2 PRZEKROJ APARATU PODCZAS ELEKTROFOREZ¥

i =2l PRV I I 7727 J -
IR L+ Zel agavozowy| — - T4 T -
- Bufor — - _ Bufor ™

Studzienki z DNA _— _anodowy - '

__.__ _~___ __—.___-__—_ >
i - -1-C
S 5

Rycid WIDOK Z GdR¥

Ryc. 1. Schemat aparatu do elektroforezy DNA w Zzelu agarozowym.
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W centralnej czesci aparatu do elektroforezy (ryc. 1.1) zmontowaé komorg, do ktorej bedzie wlewany
roztwor agarozy, i sprawdzic jej szczelno$é.

Nad komora umiesci¢ pionowo grzebien w odlegtosci 2 cm od katodowego () brzegu komory.

Nastepnie do komory wla¢ roztwor agarozy przygotowany w/g punktu 3. Zelowanie agarozy nastgpuje
po 30 minutach. Po zelifikacji usuna¢ ruchome szkta uszczelniajace komore. Wyjac grzebien.

Bufor elektrodowy o pH 7,8 rozcieficzyé woda 5 razy. Aparat wypelni¢ rozcienczonym buforem
elektrodowym o pH 7,8 tak, aby zel agarozowy byt pokryty 5 mm warstwa tego buforu (ryc. 1.2).

5. Elektroforeza

Do studzienek w zelu nanie$¢ po 30 pl probek uprzednio przygotowanych roztworéw DNA (ryc. 1.3).
Wiaczy¢ prad o kierunku przeptywu od katody () do anody (+), o natezeniu 70 mA i napigciu 80 V.
Elektroforez¢ prowadzi¢ przez 3 godziny.

Po zakoniczonej elektroforezie wylaczy¢ prad, odtaczyé przewody zasilajace od aparatu do
elektroforezy, zel z elektroforogramem ostroznie zdjaé z aparatu i przenie$¢ na plytke szklana.

7. Analiza elektroforograméw DNA przed i po trawieniu DNA-aza

Zel umiesci¢ na stoliku podswietlarki emitujacej promienie UV (stolik przed ulozeniem zelu przykryé
przezroczysta folia), ktéra powinna znajdowag si¢ w ciemnym pokoju i przeanalizowaé obraz
elektroforograméw DNA przed i po trawieniu DNA-aza, Otrzymany obraz DNA po elektroforezie
mozna analizowa¢ przy uzyciu ,,Gel Documentation System 5000” firmy Ultra Violet Products, Lid,
Cambridge, Anglia, na.ekranie monitora.

8. Whnioski i uwagi
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Cwiczenie 10

Temat: Oznaczanie skladnikow cukrowych glikoprotein przy uzyciu
dwukierunkowej immunoelektroforezy w Zelu agarozowym z zastosowaniem
| lektyn

Podstawy teoretyczne

1. Potranslacyjne modyfikacje biatek (glikozylacja).
2. Znaczenie struktury faficuchow cukrowych w zjawiskach powierzchniowych.
3. Lektyny i ich zastosowanie.

Literatura

1. Swendsen i wsp., (1973): Chemicals, solutions, equipment and general procedures., Scandinavian
Journal of Immunology, t. 2, suppl. 1, s. 3-20. ‘

2. Noworytko J., Guzdek A, (1987): Potranslacyjne modyfikacje glikoprotein., Postepy
Biochemii, t. 33, nr 1, s. 65-80.

3. Palamarczyk G., (1987): Heterogennos$¢ struktury reszt cukrowych N-glikoprotein jako wynik
procesow kotranslacyjnych., Postepy Biochemii, t. 33, nr 2-3, s. 297-307.

4. Gamian A. (opracowat), (1992): Stownictwo glikoprotein, glikopeptydow i peptydoglikanéw.,
Postepy Biochemii, t. 38, nr 2, s. 81-87.

5. Zwierz K. i wsp., (1992): N-acetylo-B-D-heksozoaminidaza - enzym choréb Tay-Sachsa i
Sandhoffa., Postgpy Biochemii, t. 38, nr 3, s. 127-132.

6. Ostrowska L. 1 wsp., (1993): Rola, wlasciwosci i znaczenie kliniczne N-acetylo-B-heksozoaminidazy.,
Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej, t. 47, nr 1, s. 67-79.

7. Sharon N, Lis H., (1993): Weglowodany w rozpoznawaniu komérek., Swiat Nauki, nr 3 (19), s.
56-63. ‘

Cel éwiczenia

1. Poznanie techniki dwukierunkowej immunoelektroforezy w zelu agarozowym.

2. Rozdzielenie bialek surowicy ludzkiej przy uzyciu dwukierunkowej immunoelektroforezy w zelu
agarozowym z zastosowaniem przeciwcial monowalentnych i lektyn.

3. Identyfikacja koncowych cukréw w tancuchach policukrowych glikoprotein surowicy ludzkiej na
podstawie obrazu elektroforetycznego.

Odczynniki

1) bufor elektrodowy Tris/barbital, pH 8,6 (22,4 g barbitalu, 44,3 g Tris, 2 g mleczanu wapnia, 1 g
azydku sodu, vzupelni¢ woda do 1000 ml),
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2) 1% agaroza w buforze elektrodowym Tris/barbital, pH 8.6,

3) roztwor barwiacy (500mg% Coomassie Brilliant blue R 250 w roztworze 10% kwasu octowego w
45% etanolu),

4) roztwor odbarwiajacy (10% kwas octowy w 45% etanolu),

5) 0,15 M Na(l,

6) 2 mg/ml lektyny nasion fasoli limskiej (LCA) w roztworze buforu elektrodowego Tris/barbital o pH
8.6,

7) surowica zawierajaca monowalentne przeciwciala anty-AFP,

8) surowica zawierajgca monowalentne przeciwciala anty-prealbumina,

9) wskaznikowy roztwor bigkitu bromofenolowego rozpuszczonego w surowicy.

Wykonanie

1. Przygotowanie aparatéw, szkla i roztworéw

Komory aparatéw do elektroforezy napemni¢ buforem elektrodowym o pH 8,6. Sprawdzié podtaczenie
chlodnicy aparatu do rozdziatu w I kierunku do kranu z zimna woda. Probowki i pipety szklane
zanurzy¢ w tazni wodnej o temperaturze 56°C w celu wygrzania ich. Sporzadzi¢ roztwor agarozy
rozpuszczajac ja w buforze elektrodowym przez zagotowanie na grzejniku elektrycznym.

2. Elektroforeza w I kierunku

2.1. Przygotowanie roztworu agarozy:

Do butelki o0 pojemnosci 150 ml odwazy¢ 1 g agarozy do elektroforezy i uzupetni¢ do 100 ml buforem
elektrodowym Tris/barbital o pH 8,6. Dokladnie wymiesza¢ i butelkg zamkna¢ korkiem. Nastgpnie
butelke z zawiesing postawié¢ na grzejnik elektryczny i mieszajac gotowaé 10 minut od momentu
wrzenia. Po zagotowaniu butelke z roztworem agarozy wstawi¢ do tazni wodnej o temperaturze 56°C.

2.2. Przygotowanie klucza elektrolitycznego:

Z bibuly Whatman 3 wycia¢ 4 paski o wymiarach 46 x 8,8 cm (w ilosci dwoch paskow do jednej plytki
z zelem) 1 zlozy¢ czterokrotnie (po ztozeniu ma on wymiary 11,5 x 8,8 cm).

2.3. Przygotowanie plytek z zelem:

Na wypoziomowanym stoliku utozy¢ 2 ptytki szklane o wymiarach 9 x 12 cm (ryc. 1.1.A11.1.B).

Do jednej wygrzanej probowki odmierzyé wygrzang pipetg 18 ml roztworu agarozy o temperaturze
56°C 1 wylaé rownomiernie na plytke (ryc. 1.1.A).

Do drugiej wygrzanej probowki odmierzy¢ wygrzana pipeta 18 ml roztworu agarozy o temperaturze
56°C 120 pul roztworu lektyny, wymieszaé przez odwracanie zatykajac probowke palcem 1 wylaé
rownomiernie na plytke (ryc. 1.1.B).
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Ryc. 1. Przygotowanie zeli agarozowych do dwukierunkowej immunoelektroforezy bez uzycia

lektyny (A.) i z uzyciem lektyny (B.) oraz barwienie uzyskanych elektroforograméw
(opis w tekscie).
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Po zzelowaniu agarozy plytki utozy¢ na papierze milimetrowym (ryc. 1.1. A1 1.1.B) i dziurkaczem
wykonac 8 studzienek w jednocentymetrowych odstepach wzdtuz krotszego brzegu plytki, w odleglosci
3 ¢m od krotszego brzegu.

2 4. Przygotowanie elektroforezy:

Szkietko
Zel
Bibura BRibuta .

-

Chtodzenie

~]

Bufor §y = :_ Eu{‘-—c;v
katodowy anodowy

S @

Ryc. 2. Schemat aparatu do immunoelektroforezy w pierwszym kierunku.

Odkreci¢ kran z woda, do ktorego jest podtaczony waz chiodnicy aparatu do elektroforezy.

Plytki utozy¢ na stoliku aparatu do elektroforezy z chtodzeniem (ryc. 2 ) tak, aby studzienki byly przy
katodzie () (ryc. 1.1.A 1 1.1.B). Przygotowany uprzednio pasek bibuly Whatman 3, o wymiarach 11,5
x 8,8 cm, namoczy¢ w buforze elektrodowym Tris/barbital o pH 8,6 (bufor znajduje si¢ w kuwecie) i
ulozy¢ dluzszym brzegiem na plytke z agaroza od strony katodowe;j () tak, aby drugi dtuzszy brzeg byl
zanurzony w buforze. Nastgpnie z drugim paskiem bibuly postapié jak z pierwszym 1 utozy¢ od strony
anodowej (+). Powstaje tzw. klucz elektrolityczny.

Do pierwszej studzienki nanie$¢ 10 pl surowicy z roztworem biekitu bromofenolowego. Nastepnie do
kazdej z pozostatych studzienek nanies¢ mikropipeta (kazdorazowo zmieniajac koncoOwke, tzw. ,tipsa”)
po 10 pl badanej surowicy.
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2.5. Wlasciwa elektroforeza:

Aparat do elektroforezy podtaczy¢ do zasilacza pradu i sprawdzié prawidtowos$¢ podiaczenia
biegunow pradu do elektrod. Wiaczyé prad i ustawié na zasilaczu napigcie 260 V i natezenie pradu 40
mA. Elektroforez¢ prowadzi¢ przez ok. 2 godziny, az cala plama blekitu bromofenolowego wejdzie w
bibule przy anodzie (+).

Po zakofczonej elektroforezie wyltaczyé zasilacz pradu i odtaczy¢ go od aparatu do elektroforezy.

3. Elektroforeza w 11 kierunku

3.1. Przygotowanie klucza elektrolitycznego:

Z bibuly Whatman 3 wyciaé paski o wymiarach 23 x 8.8 cm w ilosci dwoch paskéw do jednej plytki z
zelem i ztozy¢ dwukrotnie (po zlozeniu ma on wymiary 11,5 x 88 cm).

3.2. Przeniesienie paskow zelu po rozdziale w I kierunku na plytki do rozdziatu w 11
kierunku:

Plytke po rozdziale w 1 kierunku zdjaé z aparatu do elektroforezy i utozy¢ na stoliku podktadajac pod
plytke papier milimetrowy. Zel pociaé na paski (ryc 1.2.A11.2.B ) o szerokosci 1 cm wzdtuz kierunku
rozdzialu mieszaniny biatek.

Pojedynczy pasek wycigtego zelu zawierajacy rozdzielone biatka przenies¢ na szkietko o wymiarach
6,5 % 9 cm (ryc. 1.3.A11.3..) w odleglosci 1 cm od dtuzszego brzegu szkielka tak, aby konce paska zelu
zwisaly rowno z obu krotszych brzegow szkielka i nastepnie obciaé te konce rowno ze szkietkiem. Na
szkietku powstaja dwa wolne pola: mniejsze i wigksze.

3.3. Przygotowanie plytek z zelem do rozdziatu w II kierunku (ryc. 1.4.A i 1.4 B):

Do nagrzanej do temperatury 56°C prob()wki wla¢ 1,5 ml roztworu agarozy o temperaturze 56°C i
wyla¢ na powstate mniejsze wolne pole na szkietku do elektroforezy w II kierunku (1,5 ml agarozy
} mozna rozla¢ bezposrednio z pipety).

Nastepnie do nagrzanej do temperatury 56°C probowki wlaé¢ 8 ml agarozy 1 50 pl surowicy
monowalentnej anty-AFP i 30 pl surowicy anty-prealbuminowej, wymieszaé przez odwracanie zatykajac
probowke palcem i wyla¢ rownomiernie na wigksze wolne pole na plytce.

3.4. Przygotowanie elektroforezy:

Plytki po elektroforezie w I kierunku bez lektyny (ryc. 1-1.4.A) i z lektyng (ryc. 1-1.4.B) ulozyé na
stoliku aparatu do elektroforezy bez chtodzenia (ryc. 3) tak, aby dtuzsze brzegi byty utozone wzdluz
elektrod i aby mniejsze pole byto przy katodzie (). Przygotowane uprzednio paski z bibuty Whatman 3,
o wymiarach 11,5 x 8,8 ¢m, namoczy¢ w buforze elektrodowym Tris/barbital o pH 8,6 (bufor znajduje
si¢ w kuwecie) i ufozy¢ jednym brzegiem na plytke z agaroza tak, aby drugi brzeg byl zanurzony w
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buforze, jeden pasek przy anodzie (+), a drugi przy katodzie ( ).

Szkietko

Bufor &~
ka‘rodowy_ anodowy -

© @D

Ryc. 3. Schemat aparatu do immunoelektroforezy w drugim kierunku.

3.5. Wlasciwa elektroforeza:

Wiaczy¢ prad o napigciu 60 V. Elektroforeze przeprowadzaé ok 20 godzin Po tym czasie wylaczy¢
zasilacz pradu i odlaczy¢ go od aparatu do elektroforezy.

4. Suszenie zelu

Po skonczonej elektroforezie ptytki z zelem umiescié na 3 godziny w 0,15 M NaCl.

Nastepnie plytki z zelem utozy¢ na stole (ryc. 4) pokryé bibuta Whatman 1 nasaczona roztworem 0,15 )
M NaCl, utozy¢ na tym kilkadziesiat warstw suchej bibuly, przycisnaé rownomiernie ptaska plyta (nie za
mocno) do wyschnigcia. Zel trwale przykleja si¢ do szkielka. Zdja¢ warstwy bibuly, a ostatniq warstwe
przyklejona do zelu przed zdjgciem spryskaé¢ woda. Zele suszyé w strumieniu cieplego powietrza
suszarki.

5. Barwienie zeli

Plytki z zelami umiesci¢ w kuwecie z roztworem barwigcym na 1 min., a nastgpnie przeprowadzié
przez szereg kuwet z roztworami odbarwiajacymi (pluka¢ w kazdym ok. 1 min.) do uzyskania
bezbarwnego tla. Zele suszyé suszarka ustawiajac szkietka pionowo na bibule. :

Po wysuszeniu mozna analizowa¢ uzyskane obrazy elektroforogramow (ryc. 1.5.Ai 1.5.B).
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Ryc. 4. Sposéb suszenia zeli agarozowych po dwukierunkowej immunoelektroforezie.

6. Wnioski i uwagi
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Tematy seminariow na éwiczenia 1-15

Cwiczenie 1

1. Wiasciwosci grup funkcyjnych: aminowych, karboksylowych, alkoholowych, hydroksylowych i
sulfhydrylowych.

2. Wzory aminokwasow.

3. Wiasciwoséci aminokwasow.

4. Krzywe miareczkowania aminokwasow.

5. Sposoby identyfikacji aminokwaséw, w tym aminokwaséw N- i C-koncowych.

Cwiczenie 2

1. Znaczenie poje¢: osmoza, dializa, koagulacja, denaturacja.

2. Budowa i whasciwosci peptydow i biatek.

3. Metody izolacji i oczyszczania biatek.

4. Sposoby badania skiadu i struktury biatek.

5. Kryteria jednorodnosci bialek: elektroforeza, elektroogniskowanie, chromatografia
oznaczanie aminokwasow N- i C-koficowych.

e

Cwiczenie 3

- Definicje: uklad, otoczenie, energia wewngtrzna, cieplo reakc)i w stalej objetosci.
- Entalpia, ciepto reakcji pod statlym cisnieniem.

. Entropia.

. Potencjat termodynamiczny G.F.

. Obliczenia termodynamiczne.

. Kinetyka reakcji - szybkos¢ reakcji i stata szybkosci reakcji.

. Stata rownowagi.

. Enzym jako katalizator.

. Stata Michaelisa.

10. Inhibitory.

OO0 S ONA R W N

Cwiczenie 4
1. Zasady pirymidynowe i purynowe.
2. Nukleotydy - wzory: ATP,CTP, UTP, TTP, NAD, NADP, FAD, PAPS, CoA, UDP-glukozy.

3. Kwasy nukleinowe: DNA, mRNA, tRNA, rRNA.
4. Nukleosom, solenoid, histony.

Cwiczenie §

1. Jednostki aktywnosci enzymatycznej.




. Klasyfikacja enzymow.
. Swoistos¢ katalizy enzymatycznej (przyklady).
. Izoenzymy.

POV I )

Cwiczenie 6

1. Cytoplazmatyczny metabolizm posredni.

2. Fosforoliza 1 glikogenoliza.

3. Przemiany heksoz: od glikogenu do laktozy i od laktozy do glikogenu (wzory, reakcje, enzymy,
energetyka procesu).

4. Glikoliza: od glikogenu lub skrobii do kwasu pirogronowego lub kwasu miekowego (wzory,
reakcje, enzymy, energetyka procesu).

Cwiczenie 7

1. Oksydacyjna dekarboksylacja kwasu pirogronowego i kwasu o-ketoglutarowego.
2. Cykl Krebsa (wzory, reakcje, enzymy).

3. Energetyka cyklu Krebsa.

4. Rola karnityny w transporcie kwasow thuszczowych do mitochondriéw.

5. B-oksydacja kwasow tluszczowych (wzory, reakcje, enzymy).

6. Energetyka B-oksydacji kwasow thuszczowych.

Cwiczenie 8

1. Glukoneogeneza - ,,odwrocenie” procesu glikolizy.

2. Powstawanie i rozklad cial ketonowych.

3. Transaminacja (przyktady, mechanizm).

4. Transport azotu i grup aminowych od alaniny do mocznika.

5. Znaczenie i energetyka cyklu mocznikowego.

6. Katabolizm tancuchow weglowych aminokwaséw (proliny, argininy, leucyny, fenyloalaniny i
tyrozyny).

Cwiczenie 9

1. Katabolizm kwaséw nukleinowych, endonukleazy restrykcyjne.

2. Lancuch oddechowy - wzory koenzymow bioracych udzial w tym procesie.
3. Potencjal utleniajaco-redukcyjny.

4. Oksydacyjna fosforylacja i kontrola oddechowa tego procesu.

5. Szczegolna rola ATP w metabolizmie komorki,

Cwiczenie 10

1. Cykl pentozowy (rola cyklu, reakcje, wZOry, enzymy).
2. Katabolizm cukréw, bialek, kwaséw nukleinowych i tluszczéw.
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3. Polaczenie przemian cukrow, aminokwasow, kwasow tluszczowych i glicerolu z cyklem Krebsa i
glikoliza.

4. Losy grupy aminowej w ustroju.

5. Losy taficuchow weglowych aminokwasow (aminokwasy glikogenne, aminokwasy ketogenne,
aminokwasy gliko- i ketogenne).

6. Biosynteza kwasow tluszczowych.

7. Biosynteza nienasyconych kwasow thiszczowych.

8. Wydluzanie fancuchow kwasow tluszczowych.

Cwiczenie 11

1. Biosynteza tluszczéw prostych i zlozonych.

2. Biosynteza prostaglandyn.

3. Biosynteza cholesterolu, kwasow zétciowych i hormonow sterydowych.

4. Droga wegla od skrobi pokarmowej do kwasu palmitynowego wbudowanego do trjpalmitynianu
gliceryny.

3. Droga wegla od kwasu palmitynowego trojpalmitynianu gliceryny do CO,.

Cwiczenie 12

1. Biosynteza nukleotydow purynowych i pirymidynowych.
2. Biosynteza rybo- 1 deoksyrybonukleotydow.
3. Biosynteza DNA.

4. Biosynteza RNA - potranskrypcyjne modyfikacje kwasow rybonukleinowych.

Cwiczenie 13

1. Droga wegli C4 1 C5 pierscienia purynowegs adeniny (od glikogenu do adeniny wbudowanej w
. g:g;? &egli pierscienia pirymidynowego cyto‘zyny (od glikogenu do cytozyny wbudowanej w

3. lr;Rr:;:)éizotu pierscienia pirymidynoWego uracylu (od alaniny biatka do uracylu wbudowanego w
J 4 ;;{r]:;a)W¢gla rybozy (od ghkogenu do GMP wbudowanego w mRNA).

2

‘ Cwiczenie 14

1. Biosynteza biatka.

2. Droga wegla od glikogenu do alaniny wbudowanej w bialko.

| 3. Potranslacyjne modyfikacje biatek:

a) biosynteza oligosacharydow zwiazanych z biatkiem N-glikozydowo,

‘ b) biosynteza oligosacharydow zwiazanych z bialkiem ()-glikozydowo,
¢) biosynteza proteoglikanow,
d) biosynteza hemoprotein.

4. Biosynteza i rozpad hemu.

5. Biochemia elementow kurczliwych.
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Cwiczenie 15

1. Regulacje metaboliczne.
. Droga wegla od tyrozyny biatka do CO,,.
. Droga wegla od alaniny biatka do glikogenu watroby.
. Droga wegla od skrobi pokarmowej do alaniny wbudowanej do biatka mieéni.
. Droga azotu od cysteiny biatka do adeniny wbudowanej w rRNA.
. Droga wegla od glikogenu watroby do hemu.
. Droga wegla od mannozy do kwasu cholowego
. Droga wegla od tyrozyny biatka do guaniny wbudowanej w mRNA
. Droga wegla od tyrozyny mieéni do glikogenu migsni.
10. Droga wegla od galaktozy do deoksyrybozy d-TMP wbudowanej w DNA.

11. Droga wegla od sacharozy pokarmowej do kwasu stearynowego wbudowanego do trojglicerydu
tkanki t%uszczowej

N OV AW

O o




Podreczniki

1. Biochemia praktyczna, pod red. W. Tysarowskiego, PZWL, Warszawa, 1968.

2. Instrukcja do éwiczen z biochemii dla studentéw AM w Biatymstoku, pod red. W. Rzeczyckiego,
Wydawnictwo AMB, Bialystok, 1977.
3. Kurs praktyczny z biochemii, W. Mejbaum-Katzenellenbogen i I. Mochnacka, PWN, Warszawa,
1966.

4. Obliczenia biochemiczne, A. Zgirski i R. Gondko, PWN, Warszawa, 1976.

5. Praktikum z biochemii, pod red. W. Brzeskiego 1 Z. Kaniugi, PWRIL, Warszawa, 1968.
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