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Wstep

Biochemia bada wifasciwosci i przemiany zwiazkéw (gtéwnie organicznych) wystepujacych w zywych
komérkach, przyblizajac nas do zrozumienia fenomenu jakim jest Zycie. Zakres materiatu przestawiany w ramach
niniejszych ¢wiczen jest proba kompromisu miedzy olbrzymim dorobkiem tej dziedziny nauki, a bardzo krétkim
czasem przeznaczonym na jedyny, dla wigkszo$ci bioracych w nich udziat studentow, kontakt z tego typu
przedmiotem w trakcie toku studiow.

W trakcie éwiczen przedstawione zostang wlasciwosci wszystkich gtéwnych grup tych zwigzkéw organicznych:
biatek wraz z aminokwasami i peptydami, kwaséw nukleinowych wraz z nukleotydami, weglowodanéw i lipidow,
ktorym poswiecone bedg cztery zajecia. Dwa osobne zajecia przeznaczone bedg dla wybranych, ze wzgledu na
swoje fundamentalne znaczenie, grup biatek: enzymoéw, warunkujacych przemiany wszystkich tych zwigzkow w
zywej komorce oraz przeciwciat, nadajacych niektorym organizmom odporno$¢ na choroby. Studenci zapoznajg
sie rowniez z wazniejszymi technikami stosowanymi w badaniach biochemicznych, z ktorych niektére uzywane sg
takze w diagnostyce medycznej, kryminalistyce, przemysle spozywczym lub farmaceutycznym: chromatografia
zelowa, chromatografia —cienkowarstwowa adsorpcyjna, dializa, denaturujgca —elektroforeza  biatek,
niespecyficznym barwieniem biatek, immunoblotingiem, tancuchowg reakcjg polimerazy (PCR), elektroforeza
kwaséw nukleinowych, niespecyficznym barwieniem kwaséw nukleinowych, spektrofotometria, biochemicznym
oznaczeniem zawartosci substancji, otrzymywaniem substancji z materiatu biologicznego oraz badaniem
aktywnosci enzymow.

Cwiczenia zaplanowano do wykonywania w 2 — 4 osobowych zespotach. W przypadku kazdego éwiczenia,
cze$C praktyczna poprzedzona jest teoretycznym wstepem. Jego zadaniem jest jednak jedynie wprowadzenie w
dane zagadnienie i w zadnym wypadku nie zastapi on stosownych rozdziatéw z ksigzek podanych w spisie
literatury. Pod koniec opisu kazdego ¢wiczenia przewidziano miejsce na wpisanie najwazniejszych wynikéw z
przeprowadzonych eksperymentow. W trakcie wykonywania Cwiczen, studenci beda mieli kontakt z
niebezpiecznymi substancjami. Z tego wzgledu, wymagane jest zapoznanie sie i przestrzeganie podanego
regulaminu w petnym jego zakresie. W trakcie pracy z roztworami bedg uzywane pipety automatyczne. Ich
obstuga jest opisana w oddzielnej instrukcji. W przypadku wykonywania rozcienczen lub okreslania ilosci
substancji w objetosci roztworu o znanym jej stezeniu molowym, pomocne bedg umieszczone w skrypcie
przyktady obliczen biochemicznych.
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Cw. 1. AMINOKWASY, PEPTYDY i BIALKA

Aminokwasy

Aminokwasy sa to zwigzki drobnoczasteczkowe, bedace podstawowymi jednostkami strukturalnymi peptydow
i biatek. W budowie biatek wszystkich organizméw uczestniczy tylko 20 typowych aminokwasow. W ich czasteczce
wyréznia sig centralnie potozony atom wegla o, do ktérego kowalencyjnie przytaczone sg: grupy aminowa i
karboksylowa (stad nazywane sa o-aminokwasami), atom wodoru oraz tafcuch boczny (R) (rys. 1). Lancuchy
boczne determinujgq wiasciwosci fizykochemiczne o-aminokwaséw. Podziat o-aminokwaséw ze wzgledu na
budoweg ich tancucha bocznego przedstawiono w tab. 1. Wszystkie a-aminokwasy sa bezbarwne.

. glicyna, alanina, walina, leucyna, izoleucyna,
. alifatyczne - AN
aminokwasy metionina, cysteina i prolina
hydrofobowe . .
aromatyczne fenyloalanina, tyrozyna i tryptofan
pozbawione tadunku asparagina, glutamina, seryna i treonina
aminokwasy
hydrofilowe zasadowe lizyna, arginina i histydyna
(polarne) obdarzone
fadunkiem . . .
kwasowe kwas asparaginowy i kwas glutaminowy

Tab. 1. Podziat aminokwasow wystepujacych w biatkach ze wzgledu na wiasciwosci tarncucha bocznego.

W organizmach wystepujg takze dodatkowe a-aminokwasy, ktére nie uczestnicza w budowie biatek, lecz
biorg udziat w wyspecjalizowanych przemianach, np. ornityna i cytrulina w syntezie argininy (a-aminokwasu
wystepujacego w biatkach) i w cyklu mocznikowym w watrobie lub sa hormonami, np. tyroksyna i tréjjodotyronina
(hormony tarczycy). W organizmach spotyka sie réwniez aminokwasy o innej budowie czasteczki niz
a-aminokwasy, np. neuroprzekaznik GABA (kwas y-aminomastowy), ktdry jest y-aminokwasem (grupa aminowa
znajduije sie przy trzecim atomie wegla, nie liczac atomu wegla z grupy karboksylowej).

Peptydy i biatka

Aminokwasy moga taczy¢ sie liniowo miedzy sobg wigzaniem peptydowym, ktdre jest tworzone miedzy grupg
a-karboksylowa jednego aminokwasu a a-aminowa kolejnego (rys. 1). Powstaja wéwczas bezbarwne peptydy.

H H H O H
| | (| |

HN—-C—COOH + HN-C—COOH — HN-C—C—-—N-C-COOH + H,0
I I | I

R, R, R, H R,

aminokwas 1 aminokwas 2 dwie reszty aminokwasowe potgczone
wigzaniem peptydowym (dipeptyd)

Rys. 1. Schemat budowy a-aminokwasu oraz tworzenie wigzania peptydowego.

Czasteczki zbudowane z mniej niz 25 reszt aminokwasowych okre$la si¢ mianem oligopeptydéw, a diuzsze,
zbudowane z 25 i wigcej reszt aminokwasowych — polipeptydéw. Przyktadami oligopeptydéw wystepujacych w
naturze s niektore hormony, np. oksytocyna lub wazopresyna. Sa nimi takze: przeciwutleniacz glutation oraz
niektore antybiotyki, np. gramicydyna lub walinomycyna (nie sg one jednak kodowane przez DNA, jak inne
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peptydy czy wszystkie biatka, za$ te antybiotyki sa peptydami cyklicznymi). Lancuch polipeptydowy stanowi
podstawe budowy biatka. Mate biatka zawierajg ok. 100 reszt aminokwasowych, $rednie — kilkaset, za$ duze —
kilka tysiecy takich reszt. Pewne biatka moga by¢ zbudowane z wigcej niz jednego fancucha polipeptydowego, np.
2, przy czym, dwa takie same fancuchy tworza homodimer, za$ dwa rézniace sie miedzy sobg tancuchy —
heterodimer. Do$¢ czesto spotykane s takze trimery (3 fancuchy) i tetramery (4 taficuchy). W czasteczkach biatek
moga wystepowaé ugrupowania nie bedace resztami aminokwasowymi (np. hem w hemoglobinie i cytochromach,
reszty fosforanowe, reszty cukrow) lub jony metali. Niektdére z tych ugrupowan moga nadawaé zawierajacym je
biatkom barwe, np. hem - barwe czerwona. Mase czasteczkowg biatek podaje si¢ w daltonach (Da) [1 Da réwny
jest 1 atomowej jednostce masy (u)]. Mate biatka maja mase kilkunastu tysiecy Da (kDa), $rednie — kilkudziesieciu
kDa, za$ duze — ponad 100 kDa. Kompleksy zbudowane z wielu biatek mogg mie¢ mase milionéw Da (MDa).

W wyniku fatdowania fancucha polipeptydowego powstaje specyficzna konformacja (ksztalt) biatka. Wyréznia
sie cztery poziomy struktury przestrzennej biatek:

1. struktura pierwszorzedowa — sekwencja aminokwasowa; skiad aminokwasowy determinuje wtasciwosci

fizykochemiczne biatka a takze kolejne poziomy jego struktury,

2. struktura drugorzedowa — przestrzenne utoZenie reszt aminokwasowych znajdujacych sie blisko siebie w
taficuchu polipeptydowym; do najczesciej wystepujacych struktur drugorzedowych naleza; o helisa,
struktura B i zwrot 3,

3. struktura trzeciorzedowa — przestrzenne utozenie catego taricucha polipeptydowego, utozenie wzgledem
siebie poszczegolnych struktur drugorzedowych,

4. struktura czwartorzedowa — dotyczy biatek zbudowanych z wiecej niz jednego tarcucha polipeptydowego i
oznacza utozenie wzgledem siebie tych podjednostek i rodzaj oddziatywar miedzy nimi.

Struktura biatek utrzymywana jest przy udziale wigzan kowalencyjnych, jonowych, hydrofobowych,

wodorowych i sit van der Waalsa.

Generalna tendencja rzadzaca fatdowaniem biatek to dazenie do ukrycia reszt aminokwaséw hydrofobowych
wewnafrz czasteczki, a eksponowanie reszt aminokwasow polarnych na jego powierzchni w przypadku biatek
funkcjonujacych w $rodowisku hydrofilowym (np. w cytozolu). Biatka wystepujace w $rodowisku hydrofobowym
(np. w btonie komérkowej) wykazujg tendencje odwrotna.

Obecnie w badaniach biatek mozna wyrdzni¢ dwa podejscia:

« podejscie klasyczne polegajace na izolacji pojedynczego biatka i jego dalszej analizie,

» podejécie proteomiczne polegajace na badaniu wzajemnych zalezno$ci biatek, ich wspdtoddziatywania.

Opiera sie ono nie na izolacji poszczegdlnych biatek, ale na analizie catych komplekséw wielobiatkowych
lub nawet catego komponentu biatkowego organelli lub komérki (proteomu).

lzolacja i oczyszczanie biatek

Cel, w jakim ma by¢ wykorzystane biatko, determinuje dobér materiatu biologicznego, z ktérego jest ono
izolowane oraz metody jego oczyszczania. Zaleza one od tego, czy otrzymywane biatko powinno zachowa¢ swojq
forme natywng i aktywnos¢ biologiczng, np. przy badaniach enzymatycznych, czy powinno zosta¢ oczyszczone do
peinej jednorodnosci (homogennosci), np. przy badaniach strukturalnych lub czy ma by¢ zastosowane jako lek.
Najkorzystniejszym zrédiem biatka bedzie materiat zawierajacy jak najwigcej izolowanego biatka dajacego sig
tatwo otrzyma¢ w roztworze w formie stabilnej, a jednoczes$nie ubogi w zanieczyszczenia i mozliwie najtarszy.
Obecnie coraz czesciej w celu uzyskania potrzebnych biatek przeprowadza sig ich produkcje w komérkach
bakteryjnych, drozdzowych lub w hodowlach komérek ssaczych. Otrzymane w ten sposdb biatka nazywane sg
biatkami rekombinowanymi. Zaletq takiego podejscia jest mozliwos¢ otrzymania duzej ilosci potrzebnego biatka,
a jego oczyszczanie do homogennosci jest stosunkowo proste.

Dla kazdego biatka powinno sie zastosowa¢ indywidualny schemat oczyszczania, wykorzystujacy jego
wiasnosci fizykochemiczne i biologiczne. Oczyszczanie biatka mozna podzieli¢ na kilka etapow:

1. wyodrebnianie z materiatu biologicznego

 rozdrobnienie materiatu, rozbicie tkanek i komérek (homogenizacja, rozbicie ultradzwiekami),
« ekstrakcja biatka do roztworu wodnego i usuniecie pozostatego materiatu poprzez odwirowanie lub
przesaczenie,

2. wstepne oczyszczanie (opcjonalne)

» wytracenie biatka z roztworu w wyniku frakcjonowania wzrastajacymi ilo$ciami rozpuszczalnikéw lub
wysolenie siarczanem amonu i usuniecie czynnika wytracajacego biatko przy pomocy dializy,
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3. oczyszczanie
» chromatografia (patrz nizej),
4. zmiana warunkéw jonowych (opcjonalne)
« dializa (patrz nizej),
5. analiza czystosci preparatu
 elektroforeza (patrz nizej).
Najczesciej izolacje biatek przeprowadza sie w niskiej temperaturze (2 - 4°C) i w obecnosci inhibitoréw proteaz
(enzyméw degradujacych biatka).

Chromatografia jest to szeroki zakres metod uzywanych do rozdzielania ilub analizowania ztozonych
mieszanin zwigzkéw roznigcych sie wiasciwosciami fizykochemicznymi (fadunkiem, wielkoScia, ksztattem,
rozpuszczalno$cig), a takze wiasciwosciami biologicznymi. Metodami chromatograficznymi mozna rozdziela¢
aminokwasy, peptydy, biatka, ale takze nukleotydy, kwasy nukleinowe, lipidy i cukry.

Czasteczki podlegajace rozdziatowi chromatograficznemu rozmieszczajg si¢ pomiedzy dwie fazy: faze
stacjonarng i fazg ruchomg, ktéra przeptywa przez faze stacjonarng. W zaleznoéci od rodzaju fazy stacjonarnej
rozrozniamy chromatografie bibutowa, cienkowarstwowa, gazowa i cieczowa,

Biatka rozdzielamy metoda chromatografii cieczowej, gdzie faze stacjonarng stanowi ztoze hydrofilowe, ktére
moga stanowi¢ nierozpuszczalne zwigzki agarozy, dekstranu lub polimeréw akryloamidu.

Przy oczyszczaniu biatek najczesciej wykorzystujemy chromatografie kolumnowa. Kolumna to rurka szklana,
plastikowa lub metalowa wypetniona ztozem (faza stacjonarna) zréwnowazonym buforem o odpowiednim sktadzie
jonowym i pH. Mieszanine rozdzielanych biatek wprowadzamy na kolumne w buforze fazy ruchomej. Im wigksze
powinowactwo biatka do fazy stacjonarnej tym wolniej przesuwa sie na kolumnie. Biatka sg eluowane
(wymywane) z kolumny kolejnymi porcjami buforu w zaleznosci od ich powinowactwa do zloza - najstabiej
zaadsorbowane pojawig sie w eluacie jako pierwsze, najsilniej — jako ostatnie.

Rozne typy chromatografii cieczowej wykorzystujg rézne wiasnosci biatek (tab. 2). Aby otrzyma¢ wysoce
oczyszczone biatko na ogot trzeba zastosowaé procedure skiadajacq sie z kilku rozdziatéw chromatograficznych.

Cecha biatka Technika chromatograficzna
wielkos¢ iflub ksztatt filtracja zelowa (saczenie molekularne)
tadunek chromatografia jonowymienna
hydrofobowo$¢ chromatografia hydrofobowa
specyficzno$¢ biologiczna chromatografia powinowactwa

Tab. 2. Wybrane typy chromatografii biatek.

Techniki chromatograficzne réznig sie ztozami fazy stacjonarnej. W ramach tego ¢wiczenia wykonana zostanie
chromatografia kolumnowa na przyktadzie filtracji zelowej. Do filtracji zelowej wykorzystuje sie obojetne
chemicznie, hydrofilowe, usieciowane ztoze, uformowane w ziarna z porami o Scisle okre$lonych wymiarach.
Czasteczki wigksze niz pory nie mogq do nich wnikna¢ i przemieszczajg sie w kolumnie szybciej niz mate
czasteczki, ktére zajmujq przestrzen wewnafrz i na zewnatrz ziaren. Zatem, w wycieku z kolumny jako pierwsze
pojawig sie wieksze czasteczki (rys. 2). W zaleznosci od stopnia usieciowania ztoza mozna rozdziela¢ biatka o
roznej wielkosci. Filtracje zelowg mozna stosowa¢ takze do usuwania substancji drobnoczasteczkowych z
preparatéw izolowanego biatka oraz do wyznaczania masy nienaruszonych komplekséw wielobiatkowych.

Inng metoda pozwalajaca na usuniecie z wodnego roztworu zwigzkéw drobnoczasteczkowych (takich jak np.
sole, rozpuszczalniki organiczne, aminokwasy, nukleotydy oraz cukry proste) jest dializa. Polega ona na
przechodzeniu przez potprzepuszczalng btong (np. celulozowa btone woreczka dializacyjnego) czasteczek
mniejszych niz pory w tej btonie, do roztworu na zewnatrz woreczka, a zatrzymywaniu w roztworze w woreczku
czasteczek zbyt duzych, aby mogty przej$¢ przez te pory (substanciji wielkoczasteczkowych, np. biatek lub kwasow
nukleinowych). Przechodzenie przez blone trwa do momentu wyréwnania stezenia danego zwigzku
drobnoczasteczkowego po obu stronach btony i mozna je przyspieszy¢ poprzez state mieszanie oraz wymiang
roztworu na zewnatrz woreczka.
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Rys. 2. Chromatografia kolumnowa biatek na przykfadzie filtracji zelowe;.

Podczas kolejnych etapéw oczyszczania oznacza sie stezenie biatka i ewentualnie jego aktywno$¢
enzymatyczng (jesli ja w ogdle posiada), co pozwala na stworzenie tzw. bilansu preparatyki, czyli obliczenie jej
wydajnosci. Stezenie biatka mozna okresli¢ bezposrednio mierzac absorbancje jego roztworu w nadfiolecie (UV)
przy diugosci fali 280 nm (wtasciwo$¢ ta wynika z wystepowania w biatkach dwach aminokwaséw aromatycznych
— tryptofanu i tyrozyny, ktérych pierscienie absorbuja UV w tym zakresie) lub przeprowadzajac w sposab ilosciowy
(bezbarwne) biatka w barwne kompleksy i mierzac ich absorbancje w $wietle widzialnym (patrz takze strona 13).

Czystos¢ otrzymanych preparatéw biatkowych (a takze ilo$¢ oczyszczonego wasciwego biatka) mozna ocenié
przy pomocy elektroforezy. Elekiroforeza to zjawisko przemieszczania sig czastek obdarzonych tadunkiem
(jonéw) w polu elektrycznym, np. czasteczek biatek lub kwaséw nukleinowych. Wiekszo$¢ metod
elektroforetycznych wykorzystuje specyficzne nosniki — zele poliakryloamidowe Ilub agarozowe, bibute.
Przemieszczanie sie jonéw w polu elektrycznym zalezy od ich tadunku, wielkosci i ksztattu. Im wigkszy jon lub
bardziej rozbudowany jego ksztatt tym wolniej porusza sie w polu elektrycznym, a im bardziej natadowany — tym
porusza sie szybciej. Jony natadowane ujemnie migrujg do anody, natadowane dodatnio do katody. W przypadku
czastek zawierajacych w swym skiadzie ugrupowania natadowane dodatnio i ujemnie (np. biatka), o kierunku
migracji decyduje ich tadunek wypadkowy. Biatka réznigc sie miedzy sobg pod wzgledem tych wiasciwosci, beda
réznity sie takze tempem migracji, a wigc mozliwe jest ich rozdzielanie.

Biatka najczgsciej sq rozdzielane metodg elekiroforezy w zelach poliakryloamidowych w obecnosci SDS, tzw.
SDS-PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis). SDS (dodecylosiarczan sodu) jest detergentem anionowym
denaturujacym i optaszczajgcym biatko, w wyniku czego tafcuch polipeptydowy: (a) traci struktury wyzszego rzedu
i (b) staje sie anionem. Dodatkowo, przeprowadza si¢ redukcje wigzan dwusiarczkowych biatka i w wyniku tego
jego poszczegolne taicuchy polipeptydowe funkcjonujg w roztworze niezaleznie od siebie. W efekcie, wszystkie
biatka (taficuchy polipeptydowe) majq taki sam, liniowy ksztatt oraz fadunek ujemny, a szybko$¢ ich migracji w zelu
zalezy wytacznie od ich wielkosci. SDS-PAGE mozna zatem takze wykorzysta¢ do wyznaczania masy
czasteczkowej analizowanego biatka (przez poréwnanie z wielko$cig biatek wzorcowych) oraz do okreslania liczby
jego podjednostek polipeptydowych.

Poniewaz biatka sg na ogdt bezbarwne, po przeprowadzonym rozdziale elektroforetycznym, nalezy je
wybarwi¢ w zelu, np. przez barwienie btekitem kumasyny, zwiazkami srebra lub barwnikami fluorescencyjnymi.



Biochemia (wersja mata) / Podstawy biochemii dla ochrony $rodowiska / Biochemia dla BiBS

W czystym preparacie powinien by¢ obecny jedynie pojedynczy prazek wtasciwego biatka (lub prazki w przypadku
biatka zbudowanego z kilku réznych tafcuchéw polipeptydowych). Obecno$¢ dodatkowych prazkéw moze
$wiadczyC o jego zanieczyszczeniu przez inne biatka lub jego degradacii przez proteazy w trakcie preparatyki.

CZESC PRAKTYCZNA

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie z technikami: (a) chromatografii kolumnowej na przykiadzie filtracji zelowej,
(b) dializy oraz (c) elektroforezy SDS-PAGE. W czeéci A i B ¢wiczenia zamiast biatka stosujemy tatwe do
bezposredniej obserwacji barwne zwigzki: Blue Dekstran 2000 (zabarwiony na niebiesko polisacharyd o masie
czasteczkowej ok. 2 000 000 u) oraz drobnoczasteczkowy zwigzek nieorganiczny — heksacyjanozelazian (Ill)
potasu (Ks[Fe(CN)s), dawniej Zelazicyjanek potasu), o zottej barwie i masie czasteczkowej 329 u.

A. Filtracja zelowa
Sprzet i odczynniki:

kolumna chromatograficzna z kranikiem

pipeta automatyczna (20 - 200 pl)

pipetka pasteurowska

probéwki 15 ml typu Falcon (konikalna, ze skala)

0.9% [wiv] roztwér NaCl w wodzie

zawiesina zelu Sephadex G-25 medium w 0.9% [w/v] NaCl

roztwor Blue Dekstranu 2000 w 10% [v/v] glicerolu (6 mg/ml)

roztwor heksacyjanozelazianu (1ll) potasu w 10% [v/v] glicerolu (60 mg/ml)

PN WN

Wykonanie:

Wylot kolumny chromatograficznej zamkna¢ i podstawi¢ pod niego zlewke. Kolumne napetni¢ roztworem NaCl
do ok. 1/3 wysokosci, nastepnie wlac taka ilos¢ zawiesiny zelu Sephadex, aby uformowato sie zloze o wysokosci
15 - 17 cm. Otworzy¢ wylot kolumny i przeptukac jg ok. 20 ml roztworu NaCl. Pozostawi¢ ok. 2 cm stupa cieczy
nad powierzchnig ztoza i zamkna¢ wylot kolumny. Na powierzchnig ztoza delikatnie nanie$¢ 100 pl mieszaniny
roztworéw Blue Dekstranu 2000 i heksacyjanozelazianu (11l) potasu (zageszczonych glicerolem w celu obcigzenia
nanoszonej probki), umieszczajac koricowke mikropipety w roztworze ok. 5 mm nad powierzchnig ztoza. Otworzyé
kolumne i od tego momentu do czterech ponumerowanych probéwek zbiera¢ wyciek z kolumny (w chwili
wniknigcia barwnego roztworu w ztoze delikatnie, nie naruszajac powierzchni ztoza, nawarstwi¢ pipetkg
pasterowska kilka ml roztworu NaCl i prowadzi¢ chromatografie, uzupetniajac poziom roztworu nad ztozem):

« frakcja nr 1 — od momentu rozpoczecia chromatografii,

« frakcja nr 2 — od momentu pojawienia sig¢ w wycieku pierwszej niebieskiej kropli,

« frakcja nr 3 — od momentu pojawienia sie w wycieku kropli bezbarwnej,

« frakcja nr 4 — od momentu pojawienia sie w wycieku pierwszej zéttej kropli do kofica zéttego wycieku.
Zanotowac skiad i objeto$¢ poszczegolnych frakcji w tabeli jak ponize;j.

Numer frakcji Skiad frakc;ji Objetos¢ frakeji [ml]
1
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B. Dializa
Sprzet i odczynniki:

mieszadto magnetyczne

zlewka

woreczek do dializy

pipeta automatyczna (1 - 5 ml)

roztwor Blue Dekstranu 2000 w wodzie (6 mg/ml)

roztwér heksacyjanozelazianu (1ll) potasu w wodzie (60 mg/ml)
woda dejonizowana

No oA~ =

Wykonanie:

W woreczku dializacyjnym (namoczonym uprzednio w wodzie) umiesci¢ zmieszane w stosunku 1:1 roztwory
Blue Dekstranu 2000 i heksacyjanozelazianu (1ll) potasu (ok. 5 ml). Woreczek zawigzac i umiesci¢ w zlewce z
wodg dejonizowana, miesza¢ na mieszadle magnetycznym. Obserwowaé zmiany zabarwienia roztworu w
woreczku z zielonego (mieszanina) na niebieski (Blue Dekstran 2000) i cieczy w zlewce z bezbarwnej (czysta
woda) na z6tta [roztwor heksacyjanozelazianu (1ll) potasul.

C. Elektroforeza biatka (SDS-PAGE, pokaz)
Sprzet i odczynniki:

aparat do elektroforezy biatek wraz z zasilaczem

blok grzewczy (100°C)

pipeta automatyczna (2 - 20 pl)

10% zel poliakryloamidowy z SDS (o wymiarach 7 x 10 cm i grubosci 1 mm)
bufor do elektroforezy: 25 mM Tris, 192 mM glicyna, pH 8.2 - 8.4, 0.1% [w/v] SDS
mieszanima biatek do rozdziatu elektroforetycznego w buforze Laemmli'ego
roztwor do barwienia Zelu (zawiera biekit kumasyny R-250)

roztwor do odbarwiania zelu (7% [v/v] kwas octowy)

O NG W =

Wykonanie:

Elektroforeze SDS-PAGE przeprowadzamy w Zelu umieszczonym miedzy pionowo ustawionymi ptytkami
szklanymi w aparacie do elektroforezy wypetnionym buforem o pH alkaliczym i zawierajacym SDS. Mieszaning
biatek ogrza¢ przez 3 minuty w 100°C. Po schtodzeniu, nanie$¢ do kolejnych studzienek zelu. Plytki szklane z
zelem umiesci¢ w aparacie, w ktorym dolny zbiornik uprzednio napetniono buforem do elektroforezy. Gérny
zbiornik aparatu dopetni¢ buforem. Po wigczeniu chiodzenia wodnego podtaczy¢ aparat do zasilacza.
Elektroforeze prowadzi¢ przy napieciu ok. 110 V pradu statego do czasu przesuniecia si¢ barwnika do dolnej
krawedzi zelu. Po zakonczeniu rozdziatu zel wyjaé z szybek i umie$ci¢ w naczyniu z roztworem do barwienia Zeli
na ok.20 minut. Zabarwiony Zel odbarwia¢ w roztworze 7% kwasu octowego. Zaobserwowaé obraz
rozdzielonych biatek.
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Cw. 2. PRZECIWCIALA

Przeciwciata, zwane réwniez immunoglobulinami, sg biatkami zdolnymi do wigzania z duzg swoistoscig i
powinowactwem antygenéw — substancji (biatek, cukrow, lipidow lub kwaséw nukleinowych) wywotujacych
odpowiedz immunologiczng organizmu. W wyniku tej reakcji powstaje kompleks antygen-przeciwciato. Jesli w
roztworze znajdzie sie odpowiednia ilo$¢ zaréwno rozpuszczalnego antygenu jak i skierowanych przeciwko niemu
przeciwciat, to powstate kompleksy moga przybra¢ forme duzych agregatow, ktére sg nierozpuszczalne w wodzie i
precypituja (wytracaja sie z roztworu). Reakcja przeciwciata z antygenem znajdujgcym sie na powierzchni
nierozpuszczalnej czastki (np. komorki) moze prowadzi¢ do aglutynacji (zlepiania sie ze soba) tych czastek
(komérek). Z pieciu klas przeciwciat, najbardziej obfitymi w surowicy krwi (krew po usunigciu skrzepu) ssakow sg
immunoglobuliny klasy G (IgG). IgG zapewniaja odporno$¢ organizmu na czynniki infekcyjne dostajace sie przez
krew. Sq tez jedynymi przeciwciatami przechodzacymi przez tozysko w celu zapewnienia odpornosci ptodowi oraz
niemowleciu po urodzeniu.

faficuch lekki —_—
. 6‘.6, fragmenty Fab
S-S
S-S
—»

mostki dwusiarczkowe

. S fragment Fc
tancuch ciezki

Rys. 1. Schemat budowy przeciwciata.

Pojedyncze przeciwciato IgG ma mase czasteczkowg ok. 150 000 Da i sktada sie z czterech podjednostek
(dwa cigzkie i dwa lekkie tancuchy polipeptydowe, czyli jest heterotetramerem). Schematycznie budowa IgG
przedstawiana jest jako duza litera Y (rys. 1), ktorej kazde z jej dwdch gornych "ramion” zawiera po jednym
miejscu wigzacym antygen (fragment Fab), za$ dolna "nézka" stanowi fragment Fc, odpowiedzialny za
oddziatywanie z innymi elementami uktadu odporno$ciowego. Jednym z tych elementéw jest dopetniacz — uktad
licznych, zaleznych od siebie biatek surowicy, ktérego aktywacja prowadzi do zniszczenia (lizy) obcych komérek w
krwi, np. komoérek bakteryjnych przy infekcji lub erytrocytow po przetoczeniu biorcy krwi dawcy z niewtasciwa

grupa (rys. 2).

czasteczki
dopetniacza
przeciwciato — D / o i
[ @
\/ i) dopetniacz \ liza
powoduje (rozpad G
ant){gen na__—v powstanie komorki)
powierzchni obcy > obcy >
komorki erytrocyt kanatéw erytrocyt
w btonie D
~£S komérkowej

przeciwciata rozpoznajg antygeny na
powierzchni komérki; nastepnie do przeciwciat
przytaczajq sie czgsteczki uktadu dopetniacza.

Rys. 2. Udziat dopetniacza w reakcji odporno$ciowej organizmu.
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Réznorodnos¢ przeciwciat wytwarzanych przez dany organizm jest ogromna (u cztowieka szacuje sie jg na
ponad 10%), poniewaz majg one rozpoznawaciwiaza¢ teoretycznie wszystkie antygeny, z ktorymi moze sie on
zetkna¢ w swoim otoczeniu (odkrycie jak taka wielka réznorodno$¢ przeciwciat zakodowana jest w materiale
genetycznym komérki ssaczej zostato wyréznione Nagrodg Nobla). Co wigcej, organizm naturalnie wytwarza wiele
réznigcych sie miedzy sobg przeciwciat skierowanych przeciwko temu samemu antygenowi. Dlatego
surowice/przeciwciata przeciwko antygenowi otrzymane z krwi jakiego$ organizmu, np. krélika, nazywane sg
poliklonalnymi. Przy uzyciu specjalnej techniki (wyréznionej rowniez Nagrodg Nobla) mozliwa jest takze
produkcja, np. w hodowli komdrek mysich, preparatow jednorodnych przeciwciat przeciwko danemu antygenowi
(tzw. przeciwciat monoklonalnych).

Ze wzgledu na wybitércze dziatanie (rozpoznawanie w zasadzie tylko "swojego" antygenu) przeciwciata sg
niezastapionym narzedziem majgcym zastosowanie w medycynie — przy leczeniu, diagnostyce i profilaktyce oraz
w badaniach naukowych. Typowe przyktady zastosowania przeciwciat w leczeniu to podanie surowicy z wysokim
mianem odpowiednich przeciwcial, otrzymanej z innego organizmu, przy infekcji tezcem, blonica, wscieklizng,
zapaleniu watroby typu B czy po ukaszeniu przez zmije lub podanie stosownych przeciwciat w przypadku ciazy z
konfliktem serologicznym (niezgodno$cig w zakresie czynnika Rh). W diagnostyce obecno$¢ stosownych
przeciwciat we krwi jest wykorzystywana do oznaczania grup krwi oraz kontaktu osoby z niektorymi czynnikami
infekcyjnymi, np. wirusem HIV czy pratkami gruzlicy. Przeciwciatami stwierdza sie takze obecno$¢ pewnych
substancji w prébkach, np. hormonéw przy testach cigzowych. W profilaktyce, na drodze szczepient ochronnych
(np. przeciwko odrze, zapaleniu watroby typu B czy cholerze) organizm nabywa zdolnosci wytwarzania
badaniach naukowych przeciwciata wykorzystuje sie w szeregu technik uzywanych przy izolacji i charakterystyce
biatek. Opis czterech z takich technik podany jest ponizej.

Immunobloting (rys.3) polega na rozdzieleniu mieszaniny biatek za pomoca elektroforezy w Zelu
poliakryloamidowym w obecnosci SDS (SDS-PAGE, patrz ¢w. 1), przeniesieniu ich na btone (tzw. elektrotransfer) i
identyfikacji wérdd zwigzanych z btong biatek, badanego biatka za pomoca specyficznych dla niego przeciwciat.

btona PVDF
zel poliakryloamidowy
zSDS / \

— . N

pr— elektrotransfer 1. mku_ba(_:]? z przeciwciato sprzezone

= na blone przeciwciaiami z enzymem

—_— (np. alkaliczng fosfataza)

f— 2. reakcja —E|

[ enzymatyczna
biatka rozdzielone specyficzne badane
przez elektroforeze przeciwciato .

\\ l/ biatko
btona Ho e

Rys. 3. Identyfikacja biatek metodg immunoblotingu.

Powstate kompleksy antygen-przeciwciato wykrywane sa przy uzyciu kolejnych przeciwciat (rozpoznajacych
fragment Fc specyficznych przeciwciat), sprzezonych z enzymem katalizujgcym reakcje z barwnym,
nierozpuszczalnym produktem. W efekcie na blonie, w miejscu gdzie znajduje sie badane biatko, pojawia sie
barwny prazek. Termin immubloting stosowany jest takze w wezszym zakresie — obejmujacym tylko detekcje
biatka na btonie za pomoca przeciwciat wraz z barwng reakcja enzymatyczna. Wynika to z faktu, ze elektroforeza
a nastepnie elektrotransfer biatek nie sg jedynym sposobem przygotowania btony z zwigzanym badanym biatkiem.
Przy niektorych badaniach wystarczy po prostu naniesc kilka kropel roztworu prébki, zawierajacej badane biatko,
bezposrednio na blong.
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Immunofluorescencja polega na ustaleniu lokalizacji badanego biatka w preparacie tkanki lub komorki za
pomoca specyficznych przeciwciat. Powstate kompleksy antygen-przeciwciato wykrywane sa przy uzyciu kolejnych
przeciwciat (rozpoznajgcych fragment Fc specyficznych przeciwciat), sprzgzonych z fluoryzujgcym barwnikiem,
widocznym w mikroskopie fluoroscencyjnym.

Immunoprecypitacja jest metoda stosowang do izolacji, z mieszaniny biatek w roztworze (np. lizacie
komérkowym), niewielkich iloci badanego biatka za pomoca specyficznych dla niego przeciwciat. Powstate
kompleksy antygen-przeciwciato odzyskiwane sa z roztworu, przy uzyciu biatka A (wigzacego fragment Fc
specyficznych przeciwciat), sprzezonego z nierozpuszczalnym nos$nikiem (np. agaroza), w postaci osadu po
zwirowaniu.

Chromatografia powinowactwa jest technikg stosowang do oczyszczania biatek, umozliwiajaca otrzymanie
w pojedynczym etapie duzych ilosci czystego badanego biatka, w oparciu o jego swoiste oddziatywanie ze
stosownym ztozem. Takim zlozem moze by¢ agaroza, trwale potaczona ze specyficznym przeciwcialem w
kolumnie chromatograficznej (patrz ¢w. 1). Po zwigzaniu do takiego zloza badanego biatka (jako jedynego z catej
mieszaniny biatek), jest ono od niego odptukiwane odpowiednim buforem.

CZESC PRAKTYCZNA

Celem ¢wiczenia jest wykonanie lizy in vitro erytrocytow barana w obecnosci przeciwciat krélika i dopetniacza
oraz poznanie w formie pokazu techniki immunoblotingu.

Uwaga! Sugerowana kolejnos¢ wykonywania ¢wiczenia — zacza¢ od etapu B3 pokazu, potem realizowa¢ B1,
B2 oraz A i zakoriczyc B4.

A. Liza erytrocytéw barana in vitro
Sprzet i odczynniki:

probéwki 1.5 ml typu Eppendorf (bezbarwne i przezroczyste)
statyw na probéwki typu Eppendorf

pipety automatyczne (2 - 20 pl, 20 - 200 pl i 100 - 1000 pl)
pisak wodoodporny

5% [vIv] zawiesina erytrocytow barana

przeciwciata (surowica krolika)

dopetniacz $winki morskiej

s6l fizjologiczna (0.9% [w/v] roztwor NaCl)

O NN

Wykonanie:

A1. Do czterech podpisanych probowek typu Eppendorf doda¢ wg ponizszej tabeli: krwinki baranie, przeciwciata i
dopetniacz (oraz sl fizjologiczng do wyréwnania objetosci).

Numer proboéwki

Odczynnik 1 2 3 4
zawiesina erytrocytow barana 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl
przeciwciata (surowica krolika) - 10 pl - 10 pl
dopetniacz z $winki morskiej - - 20 pl 20 pl
s6l fizjologiczna 30 pl 20 pl 10 pl -

A2. Probowki zamkna¢ i wymiesza¢ ich zawarto$¢, przez kilkakrotne obrdcenie probowki wieczkiem do dotu.
A3. Inkubowa¢ ok. 20 minut w statywie w temp. pokojowe;.
A4. Zaobserwowac i zanotowac w tabeli ponizej zmiany, ktére zaszly w zawarto$ci probowek.



Biochemia (wersja mata) / Podstawy biochemii dla ochrony $rodowiska / Biochemia dla BiBS

Numer probéwki

B. Inmunobloting (pokaz)
Sprzet i odczynniki:

$wiezo przygotowany 12% zel poliakryloamidowy z rozdzielonymi biatkami

$wiezo zablokowana btona PVDF z przeniesionymi biatkami

bufor do elektrotransferu (25mM Tris, 192 mM glicyna, pH 8.2 - 8.4)

btona PVDF, 1 arkusz 5 cm x 7 cm (BioRad, nr kat. 162-0177)

metanol

woda dejonizowana

bibuta filtracyjna, 4 arkusze 7 cm x 9 cm (3M, Whatman)

roztwor Ponceau S (0.1% [w/v] Ponceau S, 5% [v/v] kwas octowy)

bufor TBST (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.05% [v/v] Tween 20)

10. roztwor blokujacy (1% [wi/v] albumina cielgca lub 5% [w/v] odttuszczone mleko w TBST)

11. mysie przeciwciata monoklonalne anty-HA (1:2000 w TBST)

12. kozie przeciwciata poliklonalne anty-mysie IgG sprzezone z fosfataza alkaliczng (1:2000 w TBST)

13. substrat dla fosfatazy alkalicznej (Promega, nr kat. S3841, zawierajacy: 5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan [BCIP] i biekit
nitrotetrazolowy [NBT])

14. pipeta automatyczna (100 - 1000 pl)

15. peseta

16. pudetko plastikowe 8 cm x 11 cm x 5.5 cm — 4 szt.

17. pudetko plastikowe 11 cm x 16 cm x 7.5 cm — 1 szt.

18. taca plastikowa 30 x 40 cm

19. bagietka lub pipeta serologiczna 10 ml

20. aparat do elektrotransferu wraz z zasilaczem (minimum 500 mA dopuszczalnego obcigzenia)

21. wytrzasarka orbitalna

©ONDOTH WD =

Opis pokazu wykonywanego przez prowadzacych:

Uwaga! Pefna procedura sklada sie z czterech etapéw: (1) rozdziatu elektroforetycznego biatek,
(2) przygotowania btony z biatkami, (3) inkubacji z przeciwciatami oraz (4) reakcji enzymatycznej i wymaga w
sumie ok. 8 godzin. W celu wykonania pokazu w czasie przewidzianym na to cwiczenie, prowadzgcy przygotowali
wczedniej: zel z rozdzielonymi biatkami do elektrotransferu oraz zablokowang bfone z przeniesionymi na nig
biatkami do inkubacji z przeciwciatami, co umozliwi wykonanie w trakcie wiasciwego immunoblotingu (etapy B3 i
B4), pokazu elektrotransferu (etap B2).

B1. Elektroforeza biatek (etap pokazu wykonywany w trakcie ¢wiczenia 1)
Elektroforeza mieszaniny biatek w zelu poliakryloamidowym w obecno$ci SDS zostata przeprowadzona tak jak

w ¢w. 1. Jednak, w przeciwienistwie do ¢w. 1, zel przygotowany przez prowadzacych nie byt barwiony w celu
wykrycia rozdzielonych biatek.

10
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B2. Przygotowanie btony z biatkami - elektrotransfer i blokowanie (etap pokazu wykonywany w trakcie tego
¢éwiczenia)

Zel z biatkami (przygotowany przez prowadzacych jak opisano w etapie B1) wlozyé wraz z przycieta do
wymiaru zelu btong PVDF (btona ta ma zdolnos¢ do trwatego, niespecyficznego wigzania biatek) i bibutg
filtracyjna, do kasety aparatu do elektrotransferu. Wiozy¢ kasete do aparatu wypetionego buforem do
elektrotransferu. Podtaczy¢ aparat do zasilacza, pamietajac, ze tak jak w czasie elektroforezy, biatka
przemieszczaé si¢ bedg w kierunku dodatnio natadowanej anody (czerwony biegun na zasilaczu). Prowadzi¢
elektrotransfer przy napieciu ok. 50 V pradu statego przez ok. 75 minut. Odtaczy¢ aparat od zasilacza, wyciagnaé¢
kasete i delikatnie rozdzieli¢ peseta btone od Zelu. Zaobserwowaé, ze prebarwione wzorce biatek zostaty
przeniesione z zelu na blone. Zanurzy¢ blong na 1-2 minuty w roztworze barwnika Ponceau S w celu
przejéciowego zabarwienia innych biatek, ktére przeszty z zelu na btone. Odptuka¢ nadmiar barwnika z biony
poprzez 2 - 3 szybkie zmiany wody dejonizowanej. Zaobserwowac¢ rdzowe prazki biatek na btonie. Inkubowaé
dalej btone w roztworze blokujgcym przez 60 minut na mieszadle orbitalnym w celu zapobiezenia
niespecyficznemu wigzaniu sie przeciwciat (ktére tez sa biatkami) do btony. Zaobserwowaé kompletne
odptukanie barwnika Ponceau S w trakcie tej kapieli. Odptuka¢ nadmiar roztworu blokujacego poprzez 3 kapiele
po 5 minut w buforze TBST. Nie suszac blony, przejs¢ do etapu B3.

B3. Inkubacja z przeciwciatami (etap pokazu wykonywany w trakcie tego ¢wiczenia)

Otrzymang, (wcze$niej przez prowadzacych tak jak w etapie B2) zablokowang bfong inkubowaé ze
specyficznymi przeciwciatami (anty-HA) przez 45 minut. Odptuka¢ nadmiar przeciwciat poprzez 3 kapiele po
5minut w buforze TBST. InkubowaC dalej btone z przeciwciatami anty-mysie IgG przez 30 minut. Odptukac
nadmiar przeciwciat poprzez 3 kapiele po 5 minut w buforze TBST. Przemy¢ blong jeden raz woda dejonizowana i
niezwitocznie przejs¢ do etapu B4.

B4. Reakcja enzymatyczna (etap pokazu wykonywany w trakcie tego ¢wiczenia)

Na btonie (na stronie z biatkami) réwnomiernie rozprowadzi¢ 0.5 - 1 ml roztworu z substratem dla fosfatazy
alkalicznej i inkubowac przez 5 - 10 minut (az pojawi sig kolorowy prazek na btonie). Zatrzymac¢ reakcje poprzez
dwie szybkie zmiany wody dejonizowanej. Blone mozna wysuszy¢ na bibule. Obejrze¢ wybarwiong btong i
zanotowac obserwacje.

Przed uzyciem, btona PVDF wymaga aktywacji poprzez zanurzenie jej na kilkadziesiat sekund w 100% metanolu, a potem w czystej wodzie.
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Cw. 3. WEGLOWODANY

Weglowodany, zwane tez cukrowcami, cukrami lub sacharydami, to aldehydy Ilub ketony
wielowodorotlenowe. Jest to bardzo zréznicowana grupa zwiazkéw, ktére moga by¢ zaréwno zrédtem energii, jak i
materiatem budulcowym czy zapasowym komérki. Dzieli sie je na trzy klasy: (i) monosacharydy - cukry proste,
(ii) oligosacharydy oraz (iii) polisacharydy - wielocukry. Oligosacharydy i polisacharydy powstajg w wyniku
potaczenia czasteczek cukrow prostych wigzaniami glikozydowymi.

Cukry proste o ogélnym wzorze (CH,0),, gdzie n = 3, w zaleznosci od tego, czy posiadajg grupe ketonowg
czy aldehydowg, dzieli sie, odpowiednio, na ketozy i aldozy. Pod wzgledem dlugosci tancucha weglowego
monosacharydy mozna dalej podzieli¢ na triozy, tetrozy, pentozy, heksozy itd. W przypadku cukréw prostych jeden
lub wigcej atoméw wegla to tzw. wegle asymetryczne — takie, ktorych wszystkie cztery podstawniki sg inne.
Nadajg one cukrom aktywno$¢ optyczng i pozwalajg na tworzenie wielu stereoizomeréw (form danego cukru
rézniacych sig przestrzennym uktadem podstawnikéw przy weglu asymetrycznym np. izomery optyczne szeregu
DiL, stanowigce swoje lustrzane odbicia). Cukry, ktore réznig sie konfiguracja podstawnikéw wokét jednego
atomu wegla to tzw. epimery (np. D-glukoza i D-galaktoza, rys. 1).

CHO CHO
HCIIOH HCIZOH
HO(IlH HOCIZH
H(IZOH HOEH
H(IZOH H(IZOH
CI3H20H (IIHZOH
D-glukoza D-galaktoza

Rys. 1. p-glukoza i p-galaktoza sa epimerami wzgledem atomu wegla 4 (C-4).

W roztworze wodnym cukry mogaq istnie¢ w formie fancuchowej lub pierscieniowej (furanozy lub piranozy,
rys. 2).

CH,OH o CH,OH
H OH
H OH
OH H
glukoza fruktoza

Rys. 2. Formy pierscieniowe glukozy (o -p-glukopiranoza) i fruktozy (ot -p-fruktofuranoza).

Przejscie w forme pierscieniowa wigze si¢ z utworzeniem wewnegtrznego hemiacetalu i powstaniem
dodatkowego wegla asymetrycznego, zwanego anomerycznym. Formy pierScieniowe cukrow wystepujg wobec
tego w postaci izomeréw zwanych anomerami (forma a i ), mogacymi swobodnie przeksztatca¢ sie z jednej
formy w druga. Ustalanie sig stanu réwnowagi miedzy obiema formami cukru powoduje zmiang skrecalnosci
optycznej roztworu (czynno$¢ optyczna roztworu cukru polega na zdolnosci do skrecania ptaszczyzny $wiatta
spolaryzowanego) — jest to zjawisko mutarotacji. Wolna grupa ketonowa lub aldehydowa cukréw wystepujacych
w formie tancuchowej sprawia, ze maja one whasciwosci redukujace, stanowigce podstawe réznego rodzaju
reakji testowych.
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Istotne biologicznie cukry proste to m. in. aldehyd glicerynowy (jeden z posrednikow glikolizy i
glukoneogenezy), ryboza i deoksyryboza (skiadniki kwaséw nukleinowych), rybuloza (akceptor CO, w cyklu
Calvina) i glukoza (gtowny substrat energetyczny komdrki). Cukry proste charakteryzujg sie dobrg
rozpuszczalno$cig w wodzie, wplywaja wobec tego w istotny sposéb na cisnienie osmotyczne roztworu i dlatego
nie moga by¢ przechowywane jako materiat zapasowy.

Oligosacharydy zawierajg od dwu do kilku reszt cukrowych, potaczonych wigzaniami O-glikozydowymi.
Typowymi oligosacharydami sa np. dwucukry takie jak: sacharoza (glukoza + fruktoza potaczone anomerycznymi
atomami wegla wigzaniem a-1,2-glikozydowym, rys. 3) — bedaca popularnym cukrem spozywczym uzyskiwanym
z burakéw i trzciny cukrowej, laktoza (galaktoza + glukoza potaczone wigzaniem [3-1,4-glikozydowym) —
dwucukier wystepujacy w mleku i maltoza (dwie reszty glukozy potaczone wigzaniem a-1,4-glikozydowym) —
powstajaca podczas hydrolizy skrobi. Oligosacharydy z wolng, grupg hydroksylowa przy weglu anomerycznym
wykazuja whasciwosci redukujace (laktoza, maltoza), w przeciwienstwie do sacharozy, ktéra nie posiadajac wolnej
grupy —-OH przy weglu anomerycznym (zaden z pierscieni nie moze ulec otwarciu z odstonieciem grupy
aldehydowej lub ketonowej), nie jest cukrem redukujacym.

CH,OH
(o]
H H H CH,0H 0O H
OH H o H OH,
OH CH,OH
H OH OH H
reszta glukozy reszta fruktozy

Rys. 3. Budowa czasteczki sacharozy (a-p-glukopiranozylo-(1—2)-p-p-fruktofuranozydu). Reszty glukozy i fruktozy potaczone
s wigzaniem O-glikozydowym.

Polisacharydy (wielocukry) zbudowane sg z wielu reszt monosacharydowych tworzacych diugie taficuchy,
ktére czasem moga by¢ rozgatezione. Sg one zwykle nierozpuszczalne w wodzie, wiec nie wplywajg na cinienie
osmotyczne roztworu. Szczegdlne znaczenie majg: skrobia - materiat zapasowy roélin, glikogen - materiat
zapasowy zwierzat, niektorych bakterii i grzybéw, celuloza - podstawowy sktadnik Sciany komorkowej roslin
zielonych, chityna — sktadnik $cian komérkowych grzybdw i szkieletu zewnetrznego stawonogéw.

Niezwykle istotne sa réznego rodzaju pochodne cukréw, w ktdrych zmodyfikowane zostaly grupy
hydroksylowe. | tak ufosforylowane cukry (glukozo-6-fosforan, aldehyd-3-fosfoglicerynowy) sa waznymi
metabolitami komérkowymi, a aminocukry (N-acetyloglukozamina) to sktadniki $cian komérek bakteryjnych. Cukry
wchodzg tez w sktad m. in. biatek powierzchniowych komoérek (glikoproteiny), czy tez w skiad lipidow (glikolipidy).

Cukry mozna oznacza¢ ilosciowo na kilka sposobow. (1) Metoda biologiczna - polega na fermentacji, w ktérej
glukoza i fruktoza sg ostatecznie przeksztatcane w alkohol etylowy i dwutlenek wegla. (2) Metody fizyczne -
polegaja na oznaczaniu ciezaru wiasciwego roztworu cukru, czy tez jego skrecalnosci wiasciwej (skrecanie
ptaszczyzny $wiatta spolaryzowanego); sa to metody szybkie, niemniej wymagaja duzej iloSci materiatu.
(3) Metody chemiczne - jest to liczna grupa metod oparta na wtasciwosciach redukujacych cukréw (w przypadku
oligo- i polisacharydéw nie posiadajacych wtasciwosci redukujacych konieczna jest ich weze$niejsza hydroliza).
(4) Metody enzymatyczne — sg to bardzo doktadne metody polegajace na wykorzystaniu enzyméw specyficznie
przeksztatcajacych badang czasteczke cukru. Dwie ostatnie metody (3 i4) zaktadajg otrzymanie produktu, ktory
bedzie oznaczany, np. spektrofotometrycznie.

Spektrofotometria to dziat analizy chemicznej, gdzie podstawq iloSciowego i jakoSciowego oznaczania
substancji w roztworze jest jej zdolno$¢ do pochtaniania (absorpcji) $wiatta o okreslonej diugosci fali, a wigc
wykazywanie przez nig zabarwienia (wrazenie barwy zwiazkéw chemicznych jest efektem pochtaniania przez nie
fal z pewnych zakreséw $wiatta widzialnego). Oprocz substancji barwnych, spektrofotometrycznie mozna
oznacza¢ takze substancje bezbarwne, jesli wykazujq one zdolno$¢ do absorpcji w nadfiolecie (UV) lub mozliwe
jest ich ilosciowe przeksztatcenie w pochodne barwne lub absorbujace w UV. Czesto, gdy jedna reakcja nie
prowadzi do powstania barwnego produktu lub absorbujacego w UV, stosuje sie dodatkowa reakcje
przeksztatcajaca produkt pierwszej reakcji w taki produkt koncowy. Wielko$¢ absorpciji (absorbancja) jest miarg
iloci substancji. Zgodnie z prawem Lamberta-Beera absorbancja (A) $wiatta monochromatycznego jest wprost
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proporcjonalna do stezenia roztworu (c) i grubosci warstwy (I) — zwykle chodzi tu o grubo$¢ kuwety
spekirofotometrycznej:

A=gcl

gdzie € to molowy wspdtczynnik absorbancji charakterystyczny dla danego zwiazku. W analizie ilosciowej stosuje
sie zwykle serie roztworéw zwigzku chemicznego o znanym stezeniu (roztwory wzorcowe) w celu sporzadzenia
tzw. krzywej wzorcowej, ktéra pozwala na poréwnywanie (w obrebie jej prostoliniowego przebiegu) absorbancii
substancji badanej o nieznanym stezeniu z warto$ciami absorbancji roztworéw wzorcowych.

CZESC PRAKTYCZNA

Celem ¢wiczenia jest po pierwsze - iloSciowe oznaczenie i poréwnanie zawartosci glukozy w materiale
biologicznym réznego pochodzenia oraz po drugie — poréwnanie specyficznej (enzymatyczna) i niespecyficznej
(chemiczna) metody oznaczania substancii (tutaj glukozy). Metoda enzymatyczna polega na: (a) przeksztatceniu
glukozy przez oksydaze glukozowa w kwas glukonowy przy jednoczesnym utworzeniu nadtlenku wodoru:

glukoza + H,0 + O, — kwas glukonowy + H,0,

a nastepnie, na (b) redukcji H,O, przez peroksydaze w obecno$ci o-dianizydyny (DH,), ktéra ulega utlenieniu
tworzac barwny produkt koricowy (zwiazek D):

H,0, + DH, - 2H,0 +D.

Metoda chemiczna wykorzystuje wiasciwosci redukujace cukrow i polega na redukcji kwasu
3,5-dinitrosalicylowego (DNS) w $rodowisku alkalicznym i w wysokiej temperaturze do barwnego produktu.
Metoda ta jest niespecyficzna, gdyz redukcja DNS bedzie w tym przypadku miarg ogélnej zdolno$ci redukcyjnej
badanej proby i nie moze wobec tego zostaé wykorzystana do iloSciowego oznaczenia glukozy w obecnosci
innych czynnikéw redukujacych (innych cukréw redukujacych, np. fruktozy, laktozy i maltozy lub innych zwiazkéw
o0 whasciwosciach redukujacych).

Sprzet i odczynniki:

pipety automatyczne (2 - 20 pl, 20 - 200 pl i 100 - 1000 pl)
pipety serologiczne 10 ml
probowki polipropylenowe 11 ml, okragtodenne (Medlab, nr kat. 20.1611.1)
cylindry 100 ml
zlewki 500 ml
lejki
saczki
taznia wodna (37°C)
taznia wodna (70°C)
. faznia wrzaca
. spektrofotometr (Spekol 11)
. woda dejonizowana
. roztwor C1: 85 mM Ky[Fe(CN)g] x 3H20 (rozpuscic¢ 3.6 g w 100 ml wody)
. roztwor C2: 250 mM ZnSO, x 7Hz0 (rozpusci¢ 7.2 g w 100 ml wody)
. 3M NaOH
. 0.4 MNaOH
. 10 mM glukoza
. 1% [wiv] roztwor kwasu 3,5-dinitrosalicylowego (DNS) w 0.4 M NaOH
. 50 ml buforu reakcyjnego z enzymami i o-dianizydyna. Sporzadzi¢ tuz przed uzyciem poprzez rozpuszczenie w 50 ml
100 mM buforu sodowo-fosforanowego, pH 7.5, 10 mg oksydazy glukozowej, 2.5 mg peroksydazy oraz dodanie 0.3 ml
roztworu o-dianizydyny w 96% etanolu (10 mg ml*)
20. sok owocowy (jabtkowy)
21. piwo jasne
22. mleko skondensowane stodzone
23. mio6d naturalny
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Wykonanie:
1. Przygotowanie prébek

Krzywa wzorcowa: Uzywajac 10 mM roztworu glukozy i wody dejonizowanej, przygotowac po 5 ml roztworéw
glukozy o nastepujacych stezeniach: 5 mM, 2.5 mM, 1 mM, 0.5 mM i 0.1 mM.

Sok owocowy (jabtkowy): Do 100 ml klarownego soku w zlewce doda¢ 5 ml roztworu C1 i doktadnie
wymieszac, nastepnie doda¢ 5 ml roztworu C2 i ponownie wymieszaé. Przy pomocy 3 M NaOH doprowadzi¢ pH
mieszaniny do ok. 8.0 (zanotowa¢ catkowitg uzyta objetos¢ roztworu NaOH) i przefiltrowa¢ uzywajac lejka i saczka
z bibuty. Przygotowa¢ po 5 ml 10- oraz 100-krotnie rozciericzonych probek w wodzie dejonizowane;.

Piwo jasne: Wymiesza¢ intensywnie w zlewce 50 ml piwa (w celu usunigcia pecherzykdw dwutlenku wegla) i
przygotowa¢ 5 ml 10-krotnie rozciericzonej prébki w wodzie dejonizowanej.

Mieko skondensowane stodzone: Do 1 ml mleka doda¢ 60 ml wody dejonizowanej i ogrzewaé przez
15 minut w temp. 70°C, czesto mieszajac. Dodac¢ 5 ml roztworu C1, starannie wymieszac, doda¢ 5 ml roztworu C2
i ponownie doktadnie wymiesza¢. Doda¢ 2.5 ml 0.4 M NaOH i wymiesza¢. Pozostawi¢ w temp. pokojowej na
5 minut, zamiesza¢ i przefiltrowa¢ uzywajac lejka i saczka z bibuty. Przygotowa¢ 5 ml 10-krotnie rozcieficzonej
probki w wodzie dejonizowane;.

Miod naturalny: Ok. 10 g miodu przenies¢ do zlewki, ogrzewa¢ w temp. 70°C mieszajac az do jego
uptynnienia. Przenies¢ doktadnie 1 g ptynnego miodu do nowej zlewki i rozpusci¢ w 100 ml dejonizowanej wody.
Przygotowa¢ 5 ml 10-krotnie rozciericzonej probki w wodzie dejonizowane;.

2. Oznaczenie poziomu cukrow redukujacych w prébach metoda chemiczng przy pomocy kwasu
3,5-dinitrosalicylowego

Do podpisanych probéwek odpipetowaé roztwory wg ponizszej tabeli, wymiesza¢ ich zawarto$¢ i razem
wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej na 5 minut. Po schiodzeniu, zmierzy¢ absorbancjg przy dtugosci fali 550 nm,
stosujgc jako probe odniesienia proboéwke z samg wodg dejonizowana., Na podstawie krzywej wzorcowej
wykreslonej w oparciu o absorbancje roztworéw glukozy o znanym stezeniu, obliczy¢ ilo$¢ materiatu redukujacego
w badanych prébkach. Czy uzyskany wynik rzeczywiscie odpowiada zawartosci glukozy w badanym materiale?

Typ Objetos¢ i rodzaj odmierzanego roztworu
probki 1 ml 1 ml 5ml
woda dejonizowana (préba odniesienia) = kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
Krzywa 2.5 mM glukoza kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
wzorcowa | 5 mM glukoza kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
10 mM glukoza kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
woda dejonizowana (préba odniesienia) | kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
Sok nierozciericzony sok kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
10-krotnie rozcienczony sok kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
100-krotnie rozcienczony sok kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
woda dejonizowana (préba odniesienia) | kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
Piwo nierozcieficzone piwo kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
10-krotnie rozcieficzone piwo kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
woda dejonizowana (préba odniesienia) | kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
Mleko nierozciericzone mleko kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
10-krotnie rozcierczone mieko kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
woda dejonizowana (préba odniesienia) = kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
Miod nierozciericzony roztwor miodu kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
10-krotnie rozciericzony roztwor miodu kwas 3,5-dinitrosalicylowy woda dejonizowana
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3. Oznaczenie poziomu glukozy w probach metoda enzymatyczng z wykorzystaniem oksydazy glukozowej
i peroksydazy

Do podpisanych probéwek odpipetowa¢ roztwory wg ponizszej tabeli, wymiesza¢ ich zawarto$¢ i razem
wstawi¢ do tazni wodnej na 37°C na 20 minut. Nastepnie, zmierzy¢ absorbancje przy diugosci fali 420 nm,
stosujac jako probe odniesienia probowke z wodg dejonizowana. Na podstawie krzywej wzorcowej wykreslonej w
oparciu 0 absorbancje roztworéw glukozy o znanym stezeniu, obliczy¢ ilo$¢ glukozy w badanych prébkach.

Typ Objetos¢ i rodzaj odmierzanego roztworu
probki 02ml 25ml
woda dejonizowana (préba odniesienia) bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydyna,
Krzywa 0.1 mM glukoza bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydyna,
wzorcowa | 0.5 mM glukoza bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydyna,
1.0 mM glukoza bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydynq,
woda dejonizowana (préba odniesienia) bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydyna,
Sok nierozcieficzony sok bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydyng
10-krotnie rozcienczony sok bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydyna,
100-krotnie rozcienczony sok bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydyna,
woda dejonizowana (préba odniesienia) bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydyna,
Piwo nierozcienczone piwo bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydyna,
10-krotnie rozcienczone piwo bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydyng,
woda dejonizowana (préba odniesienia) bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydyna,
Mleko nierozcieczone mleko bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydyna,
10-krotnie rozcieficzone mleko bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydyna,
woda dejonizowana (préba odniesienia) bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydyna,
Miod nierozcieficzony roztwdr miodu bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydynq,
10-krotnie rozciericzony roztwoér miodu bufor reakcyjny z enzymami i o-dianizydyna,

4. Podsumowanie wynikow

Uzyskane wyniki z punktow 2 i 3 zamiesci¢ w tabeli jak ponizej (masa molowa glukozy wynosi 180 g, a wiec

1 mmol wazy 180 mg).

Probka Metoda chemiczna Metoda enzymatyczna
(zawartos¢ cukrow redukujacych) (zawartos¢ glukozy)
Sok mmol
wiom) g |
Piwo mmol
wioom) ny |
Mieko mmol
wioom) oy
Miéd mmol
wio v




Biochemia (wersja mata) / Podstawy biochemii dla ochrony $rodowiska / Biochemia dla BiBS

Cw. 4. NUKLEOTYDY i KWASY NUKLEINOWE

Nukleotydy sa zbudowane z czasteczki cukru (pentozy), zasady azotowej (cyklicznego zwiazku
aromatycznego o pierscieniu zbudowanym z atoméw wegla i azotu) i reszty kwasu ortofosforowego (rys. 1).
Czasteczka cukru moze byé ryboza (w rybonukleotydach) lub deoksyryboza (w deoksyrybonukleotydach). Zasady
azotowe wchodzace w sktad nukleotydow sg pochodnymi jednopierscieniowej pirymidyny (cytozyna - C, tymina -
T, uracyl - U), badz dwupierécieniowej puryny (adenina - A, guanina - G). Zasada potgczona wigzaniem
N-glikozydowym z czasteczka cukru tworzy nukleozyd. W nukleotydach nukleozyd jest potaczony z reszta kwasu
ortofosforowego wigzaniem estrowym. Nukleotydy moga zawiera¢ jedna, dwie, badZ trzy reszty fosforanowe
(mono-, di-, trifosforany nukleozydéw).

Nukleotydy petnig w komdrce réznorodne funkcje. Przede wszystkim sg elementami budulcowymi kwaséw
nukleinowych - diugich tancuchéw polinukleotydowych, w ktérych poszczegdlne nukleotydy tacza sie ze sobg
poprzez wigzania fosfodiestrowe. Oprécz tego nukleotydy funkcjonuja w komoérce jako no$niki energii
(np. trifosforan adenozyny ATP), koenzymy (np. NAD) lub sktadowe koenzyméw (np. koenzymu A) oraz
specyficzne czasteczki sygnatowe (np. cykliczny AMP).

koniec 5' tancucha

fosforan O—P=0

puryna
adenina
guanina

, \ wigzanie

N-glikozydowe

wigzanie _ | _
fosfodiestrowe O—P=0 TSN pirymidyna
| > 3 cytozyna
2 tymina
uracyl
>~ nukleotyd
\ wigzanie

pentoza N-glikozydowe

ryboza
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Rys. 1. Struktura fragmentu taricucha kwasu nukleinowego.
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W komorce wystepuja dwa rodzaje kwasow nukleinowych: kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) zbudowany z
deoksyrybonukleotydéw i kwas rybonukleinowy (RNA) zbudowany z rybonukleotydéw.

DNA jest materiatem genetycznym komoérki. Jest w nim zakodowana informacja o budowie i dziataniu catego
organizmu. RNA natomiast bierze udziat w ttumaczeniu (rozkodowywaniu) tej informacji.

Do syntezy kwaséw nukleinowych wykorzystywane sg frifosforany nukleozydéw, w przypadku DNA: dATP,
dGTP, dCTP i dTTP, w przypadku RNA: ATP, GTP, CTP i UTP.

RNA wystepuje w komoérce przewaznie w postaci pojedynczych taficuchéw. DNA natomiast jest prawie
zawsze czasteczkg dwuniciowa, w ktorej dwa utozone antyrownolegle tancuchy polinukleotydowe sg skrecone
wokot siebie, tworzac w ten sposob tzw. podwéjna helise’. Szkielet helisy tworzg tancuchy cukrowo-fosforanowe,
wewnatrz ktérych znajdujg si¢ zasady azotowe. Zasady lezace naprzeciw siebie s potaczone wigzaniami
wodorowymi, przy czym naprzeciw adeniny zawsze znajduje sie tymina, a naprzeciw cytozyny guanina. Sposob, w
jaki zasady dwoch fancuchéw DNA taczg sie w pary, okre$lany jest jako komplementarne parowanie zasad, a
sekwencje nukleotydowe obu nici w helisie jako sekwencje komplementarne.

Wystepujace w naturze czasteczki RNA na ogét majg dtugo$¢ od ok. 100 do kilku tysiecy nukleotyddw.
Czasteczki DNA sg znacznie wigksze i majg dtugosé od kilku tysiecy par zasad (bp) do kilkuset milionéw bp.

Jednymi z podstawowych metod stosowanych w analizie kwasdw nukleinowych sa:

1. trawienie enzymami restrykcyjnymi®,

2. elektroforeza,

3. hybrydyzacja,

4. sekwencjonowanie®,

5. tancuchowa reakcja polimerazy (PCR)*.

Ad. 1) Enzymy restrykcyjne to nukleazy, kidre katalizujq hydrolize wigzan fosfodiestrowych w kwasach
deoksyrybonukleinowych. Jednak, w odréznieniu od innych nukleaz, majg one zdolno$¢ do rozcinania DNA tylko
w obrebie krétkich okreslonych sekwencji nukleotydowych, co powoduje, ze dana prébka DNA poddana trawieniu
okreslonym enzymem restrykcyjnym daje zawsze ten sam zestaw fragmentéw DNA (wzér restrykcyjny). Odcinki
DNA otrzymane w wyniku trawienia enzymami restrykcyjnymi mozna nastepnie w okreslony sposéb taczy¢ ze
sobg tworzac nowe czasteczki, co wykorzystuje si¢ np. podczas klonowania DNA. W biologii molekularnej
klonowanie oznacza tworzenie wielu identycznych kopii okreslonej czasteczki DNA, badz tez izolowanie
pewnego odcinka DNA (np. konkretnego genu) i oddzielenie go od pozostatego DNA komérkowego.

Ad. 2) Czasteczki kwaséw nukleinowych, badz ich fragmenty otrzymane np. w wyniku trawienia enzymami
restrykcyjnymi mozna rozdzielic wedtug dtugosci za pomoca elektroforezy (zazwyczaj w zelu agarozowym).
Dzieki przylozonemu napieciu w trakcie elektroforezy ujemnie natadowane odcinki DNA wedrujg do dodatnio
natadowane] elektrody (dtuzsze czasteczki migrujg w zelu wolniej, krétsze szybciej). Na podstawie rozdziatu
elektroforetycznego mozna okreslic wielkos¢ i ilo$¢ rozdzielonych fragmentéw (patrz takze éw. 1).

Ad. 3) W hybrydyzacji wykorzystuje si¢ dazenie jednoniciowych czasteczek kwaséw nukleinowych do
tworzenia dwuniciowej helisy, ale tylko z czasteczkami o sekwencji komplementarnej. Hybrydyzacje stosuje sig do
identyfikacji odcinkéw kwaséw nukleinowych o sekwencji komplementarnej do specyficznie wyznakowanej
(radioizotopowo lub fluorescencyjnie) jednoniciowej czasteczki DNA (sondy). Hybrydyzacja moze zachodzi¢
miedzy dowolnymi taricuchami kwaséw nukleinowych (DNA/DNA, DNA/RNA, RNA/RNA).

W celu identyfikacji okreslonej sekwencji nukleotydowej do mieszaniny jednoniciowych czasteczek (najczesciej
unieruchomionych na bfonie) dodaje sie sonde, a nastgpnie zapewnia warunki umoZliwiajace sondzie
hybrydyzowanie z czasteczkami o komplementarnej sekwenciji (tworzenie czasteczek dwuniciowych). Czasteczki
hybrydyzujace z sondg wykrywa na podstawie zawartego w nich znacznika.

Ad. 4) Sekwencjonowanie DNA polega na ustalaniu kolejnosci nukleotydéw w czasteczce DNA. Najczesciej
stosowang metodg sekwencjonowania jest metoda enzymatyczna. Sekwencje nukleotydowa okresla si¢ dla
jednoniciowego DNA (matrycy) poprzez enzymatyczne wydtuzanie startera (krotkiej, 18 - 30 nukleotydowej,
jednoniciowej czasteczki DNA o sekwencji komplementarnej do poczatkowego rejonu matrycy). Jako substraty do
syntezy nici komplementarnej stosuje sie dwa rodzaje nukleotydéw: standardowe (dNTP) i zmodyfikowane
(ddNTP). Losowe wigczenie ddNTP do nowopowstajacej nici DNA nie pozwala na jej dalsze wydiuzanie
(niemozliwe jest utworzenie nastepnego wigzania fosfodiestrowego). Przeprowadza sie cztery oddzielne reakcje
wydtuzania startera (dla kazdego ddNTP). Otrzymane w kazdej reakcji fragmenty DNA rozdziela sie wedtug
wielkosci przy pomocy elektroforezy w Zelu poliakryloamidowym (réwnocze$nie w czterech réwnolegtych
Sciezkach), a nastepnie wykrywa na podstawie zawartego w nich znacznika (radioaktywnego Iub

Odkrycie wyrdzniono Nagroda Nobla

18



Biochemia (wersja mata) / Podstawy biochemii dla ochrony $rodowiska / Biochemia dla BiBS

fluorescencyjnego, wprowadzonego badz do startera, badz jednego z dNTP). Uwidocznione prazki odpowiadaja
czasteczkom DNA réznigcym sie od siebie dtugoscig jednego nukleotydu. Sekwencje nukleotydowa matrycy
ustala sig odczytujac kolejnos¢ prazkéw (w kierunku od dotu do gory zelu, uwzgledniajac wszystkie cztery Sciezki).
Ad. 5) Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR) jest metodg pozwalajaca na namnozenie (amplifikacje)
okreslonego odcinka DNA w jednej, powtarzanej cyklicznie reakcji enzymatycznej. Warunkiem, ktéry musi by¢
spetniony, jest znajomos$¢ sekwencji nukleotydowej na obu koncach odcinka, ktéry ma by¢ namnazany.
Do kazdej reakcji PCR potrzebne sg nastepujace sktadniki:

DNA, ktéry bedzie namnozony (matryca), bedacy zazwyczaj czg$cig mieszaniny réznych czasteczek DNA
(np. genomowego DNA),

startery o sekwencji komplementarnej do koricowych rejondéw odcinka DNA, ktory bedzie namnozony,
termostabilna polimeraza DNA (wytrzymujaca wielokrotne podgrzewanie do temp. powyzej 90°C);
enzym faczy sie z jednoniciowymi starterami i syntetyzuje ni¢ komplementarng do matrycowego DNA,
substraty dla polimerazy (dATP, dGTP, dTTP i dCTP),

odpowiedni dla polimerazy bufor, zapewniajacy optymalne warunki dla dziatania enzymu.

Namnazanie okreslonego odcinka DNA nastepuje podczas powtarzajacych sig cykli syntezy DNA (rys. 2).
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denaturacja ‘ 94°C

&
<
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v
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oraz o diugo$ci sekwencji docelowej

\AAl

Rys. 2. Schemat taricuchowej reakcji polimerazy.

Kazdy cykl syntezy sktada sig z trzech etapow:

1.

denaturacji matrycy,

2. przytaczenia starteréw,

3. wydtuzania starteréw.

W trakcie denaturacji proba jest podgrzewana do temp. 94°C, w ktérej nastepuje rozdzielenie dwuniciowych
czasteczek DNA na pojedyncze nici (stanowigce wtasciwa matryce).
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Przytaczanie starterow do matrycy zachodzi w temp. 40 - 65°C. Dobiera sie ja w zaleznosci od sekwencji
nukleotydowej i diugosci starterow. Temperatura ta zapewnia przytaczenie starteréw do jednoniciowej matrycy w
miejscach komplementarnych, jednak nie pozwala na powtérne odtworzenie dwuniciowych czasteczek DNA.

Wydtuzenie startera odbywa sie w temperaturze, w ktdrej polimeraza DNA wykazuje najwigksza aktywnosé
(dla wiekszosci termostabilnych polimeraz DNA jest to 72°C). Polimeraza syntetyzuje nowg ni¢ rozpoczynajac od
startera przytaczonego do jednoniciowej matrycy.

Aby namnozy¢ okreslony odcinek DNA, nalezy przeprowadzic¢ 15 -40 cykli, w zaleznosci od ilosci uzytej
matrycy. Czasteczki syntetyzowane w pierwszym cyklu sa diuzsze od tych, ktére majg powsta¢ docelowo,
poniewaz nic nie zatrzymuje syntezy nowej nici przez polimerazg poza okreslony rejon matrycy (ograniczony przez
startery). Dopiero w drugim cyklu pojawiajg sie produkty o wiasciwej dtugosci (rys. 2). Podczas reakcji PCR liczba
czasteczek DNA diuzszych od sekwencji docelowej przyrasta wolniej — tylko liniowo, natomiast liczba czasteczek o
whasciwej diugosci przyrasta bardzo szybko - wyktadniczo. Ogélnie liczbe powstajacych produktéw mozna wyrazi¢
wzorem 2" x M, gdzie n oznacza liczbe cykli, zas M poczatkowa liczbe czasteczek matrycy.

Metoda PCR jest powszechnie wykorzystywana w genetyce i biologii molekularnej na réznych etapach
badania genéw. Namnozony przy pomocy PCR fragment DNA moze na przyktad by¢ wykorzystany do
klonowania, sekwencjonowania czy hybrydyzacji. PCR ma réwniez zastosowanie w medycynie (do badaniach
choréb dziedzicznych, do diagnostyki niektérych choréb), w sadownictwie (do identyfikacji podejrzanych na
podstawie probek DNA, przy ustalaniu ojcostwa), w biotechnologii (przy produkcji biatek), w badaniach
ewolucyjnych (przy ustalaniu pokrewiefstw gatunkéw) oraz w antropologii (do badania pochodzenia ras
cztowieka).

Jednym z przyktaddéw zastosowania PCR w biologii molekularnej jest uzycie tej techniki do analizy DNA
zawartego w bakteriach. MoZliwe jest sprawdzenie, czy bakterie zawierajg okre$lone DNA, bez koniecznosci jego
izolowania. Pozwala to na przebadanie w krétkim czasie duzej liczby kolonii bakteryjnych.

CZESC PRAKTYCZNA

Cwiczenie polega na wykorzystaniu metody PCR i elektroforezy do sprawdzenia obecnoéci wprowadzonego
do bakterii DNA.

A. Przygotowanie matrycy i reakcja PCR
Sprzet i odczynniki:

1. probéwki 1.5 ml typu Eppendorf

2. probéwki 0.5 ml do PCR

3. pipety automatyczne (2 - 20 pl i 20 - 200 pl)

4. jednorazowe koricowki do pipet

5. wytrzasarka typu vortex

6. blok grzejny (100°C)

7. mikrowirowka

8. termocykler

9. szalka (z pozywka, i odpowiednim antybiotykiem) z bakteriami Escherichia coli (szczep XL1-Blue MRF'), niosacymi plazmid
pUC18/cDNAPpRas2

10. woda dejonizowana

11. mieszanina reakcyjna A 1.25x: 94 mM Tris-HCI, pH 8.8, 25 mM (NH4),SO,, 0.0125% [v/v] Tween 20, 0.25 mM kazdego
dNTP, 3.125 mM MgCl,, 0.5 uM starter A1, 0.5 uM starter A2 i 1.56 U polimerazy Taq (Fermentas)

12. mieszanina reakcyjna B 1,25x: 94 mM Tris-HCI, pH 8.8, 25 mM (NH.).SOs, 0.0125% [v/v] Tween 20, 0.25 mM kazdego
dNTP, 3.125 mM MgCl,, 0.5 uM starter B1, 0.5 uM starter B2 i 1.56 U polimerazy Taq (Fermentas)

13. olej mineralny

14. barwnik do elektroforezy oranz G 10x: 0.4% [w/v] oranz G, 50% [w/v] glicerol
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Wykonanie:

Do 1.5 ml probéwki typu Eppendorf odpipetowa¢ 50 pl wody (probéwka nr 1).

Z otrzymanej szalki przy pomocy jednorazowej koncowki przenie$¢ pojedyncza kolonie bakteryjng do
probéwki nr 1, bakterie zawiesi¢ w wodzie mieszajac je na wytrzasarce typu vortex przez ok. 20 sekund.
Zawieszone bakterie inkubowac przez 5 minut w rozgrzanym do temp. 100°C bloku grzejnym, a nastepnie
zwirowa¢ w mikrowirowce przez 1 minutg w temp. pokojowe;.

Z probowki nr1 przenies¢ 10 pl supernatantu do 0.5 ml probéwki do PCR (oznaczonej A lub B)
zawierajacej 40 pl mieszaniny reakcyjnej (A lub B), cato$¢ wymieszag.

Aby zapobiec parowaniu roztworu podczas reakcji PCR na powierzchni¢ probek (w probéwkach
oznaczonych A lub B) przy uzyciu pipety natozy¢ 40 pl oleju mineralnego.

Tak przygotowang probke wstawi¢ do termocyklera i prowadzi¢ reakcje amplifikacji wedtug profilu
termicznego przedstawionego na rys. 3.

Po zakonczeniu reakcji PCR do prébki doda¢ 5 ul barwnika do elektroforezy oranz G 10x i zwirowa¢ w
mikrowiréwce przez 10 sekund.

Przeprowadzi¢ rozdziat elektroforetyczny 15 pl otrzymanej probki w 1.5% Zzelu agarozowym.

© 1x 18x 1x
=3
®
o
o
£
g 94°C | 94°C
: 3mini 15s \
{ s 72°C | 72°C
H “ e5C o 30s ; 3min v
: —_— i
i 15s \
L4c
—_—
+ oo

Rys. 3. Profil termiczny przeprowadzanej reakcji PCR.

B. Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Sprzet i odczynniki:

©ONDOH WD =

pipeta automatyczna (2 - 20 pl)

aparat do elektroforezy

zasilacz

transiluminator UV ze szklang ptytka ochronng,

kuchenka mikrofalowa

agaroza (w proszku)

bufor do elektroforezy TAE 1x: 40 mM Tris-octan, pH 7.6, 1 mM EDTA
bromek etydyny (1 pg ml)

wzorzec wielkosci DNA (100 bp DNA Ladder, Fermentas)
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Wykonanie:

1.
2.

&~

©

Odwazy¢ 1.5 g agarozy potrzebnej do przygotowania 100 ml 1.5% zelu.

Do odwazonej agarozy doda¢ bufor do elektroforezy TAE 1x i ogrza¢ w kuchence mikrofalowej do
rozpuszczenia sie agarozy.

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

Po lekkim schtodzeniu agarozy, wyla¢ zel o grubosci ok. 0.5 cm i pozostawi¢ go do zastygniecia.

Usuna¢ przektadki i grzebien, zala¢ Zel buforem. Podtaczy¢ aparat do zasilacza (elektroda ujemna od
strony kieszonek, elektroda dodatnia od dolnej krawedzi zelu) i sprawdzi¢, czy ptynie prad.

Odtaczy¢ aparat od zasilacza. Probki zawierajace barwnik do elektroforezy oranz G 10x nanies¢ na zel (do
"kieszonek") i ponownie podtaczy¢ aparat.

Prowadzi¢ elektroforeze przy napieciu ok. 100 V pradu statego przez ok. 1 godzine.

Wyja¢ zel z aparatu | wlozyé do naczynia z roztworem bromku etydyny. Zel barwi¢ przez ok. 10 minut.

Zel obejrze¢ w $wietle UV, korzystajag z transiluminatora. Na rysunku jak ponizej nanies¢ pozycje prazkéw
DNA, powstatego w probéwkach A i B.

Uwaga!

£ Bromek etydyny jest silnym mutagenem i umiarkowanie silng trucizna. Nalezy zatozy¢ rekawiczki
przed kazda praca z roztworami zawierajacymi bromek etydyny.

£ Promieniowanie ultrafioletowe (UV) jest niebezpieczne i nalezy go unikag. Zele nalezy oglada¢ w UV
po przykryciu ich ptytka szklana i po zatozeniu okularéw.

@ katoda obraz zelu pod UV
po barwieniu
bromkiem etydyny
wzorzec A B
start

"kieszonka"
3000 bp —
2000 bp R
1500 bp e
1200 bp e
1031 bp _—
900 bp —_—
800 bp —_—
700 bp e
600 bp —

500 bp e kierunek
400 bp — migracji

300 bp —_—
200 bp _
100 bp e

@ anoda
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Cw. 5. LIPIDY

Lipidy, zwane takze tluszczowcami, sg bardzo zréznicowana grupa zwigzkéw organicznych,
charakteryzujacych sie stabg rozpuszczalnoscia w wodzie, a dobrg rozpuszczalnoscig w rozpuszczalnikach
organicznych (chloroform, eter etylowy, benzen, metanol). Lipidy spetniaja w organizmach zywych wiele istotnych
funkcji, m.in. stuzq jako zrodto energii, sg sktadnikami strukturalnymi bton biologicznych, niektore wykazujg silng
aktywno$¢ biologiczng jako hormony lub witaminy. Lipidy i produkty ich metabolizmu uczestnicza takze w
przekazywaniu sygnatow w komorce.

Hydrofobowy charakter nadajg wielu lipidom wystepujace w ich czasteczkach reszty alifatyczne, np. reszty
kwasow tluszczowych czy reszty prenylowe. Lipidy zawierajace kwasy tluszczowe okre$la sie¢ mianem
acylolipidéw, za$ zawierajace reszty prenylowe - lipidéw prenylowych. Lipidy zawierajace zwigzane estrowo
kwasy tluszczowe nazywane sg czesto lipidami zmydlajacymi sie, poniewaz podczas ogrzewania z zasadami
ulegaja one hydrolizie z utworzeniem soli kwaséw ttuszczowych zwanych mydtami (sole sodowe i potasowe).

Kwasy tluszczowe wystepujace w skiadzie lipidow maja na ogdt parzystg liczbe atoméw wegla (14 - 24,
najczesciej 16 lub 18), moga byé nasycone lub nienasycone (zawierajace jedno lub wiecej niesprzezonych wigzan
podwajnych, rys. 1 tab. 1).

NS
1 NAAAAANAANA 107 ~
Rys. 1. Wzér kwasu stearynowego (z lewej) i oleinowego (z prawej).
Liczba Budowa Nazwa Temperatura
atomow potoczna topnienia
wegla kwasu (°C)
Nasycone kwasy ttuszczowe
12 | CH53(CH,)«COOH laurynowy 442
16 | CH3(CH,)1«COOH palmitynowy 63.1
18 | CH5(CH,)«COOH stearynowy 69.6
20 | CH;(CH,)1sCOOH arachidowy 76.5
Nienasycone kwasy ttuszczowe
18 | CHy(CH,);CH=CH(CH,);COOH oleinowy 134
18 ' CH3(CH,)sCH=CHCH,CH=CH(CH,);,COOH linolowy -5.0
18 ' CH4CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH.);COOH linolenowy -11.0
20 | CH3(CH,),CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH | arachidonowy -49.5

Tab. 1. Budowa i nazewnictwo niektorych naturalnie wystepujacych kwaséw ttuszczowych.

Wihasciwosci kwasow tuszczowych i ich pochodnych, {j. acylolipiddw, w sktad ktorych wchodza, zaleza w
znacznym stopniu od dtugosci fancucha i stopnia nienasycenia. Acylolipidy, ktérych czasteczki zawierajg nasycone
kwasy tluszczowe, majg w temp. pokojowej konsystencje stata, za$ acylolipidy z nienasyconymi kwasami
tluszczowymi (czesto okre$lane jako oleje) - zazwyczaj konsystencje ciekta. Co najmniej dwa sposréd
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nienasyconych kwasow ttuszczowych (linolowy i linolenowy) musza znajdowac sie w diecie czlowieka, gdyz jego
organizm nie potrafi ich syntetyzowaé. Sg to tzw. niezbedne nienasycone kwasy ttuszczowe (NNKT).

Do acylolipidow (rys. 2) zaliczane sa glicerololipidy, woski i sfingolipidy. Najprostszymi glicerololipidami sg
triacyloglicerole (inaczej tiuszcze obojetne lub wiasciwe) bedace estrami kwaséw tluszczowych i alkoholu —
glicerolu; stanowig one najekonomiczniejszg forme zapasowq paliwa energetycznego i wystepuja powszechnie w
organizmach Zywych jako gtéwne sktadniki tuszczéw zapasowych (szczegélnie w komérkach tluszczowych u
kregowcow). Woski sg estrami kwaséw tuszczowych i dtugotaicuchowych alkoholi alifatycznych; wystepuja
najczesciej jako warstwa ochronna na oskorku, skorze, siersci i pidrach zwierzat oraz lisciach i owocach roélin
wyzszych. Woski i triacyloglicerole nazywane sg zbiorczo ttuszczami prostymi. Odrebng grupe acylolipidow
stanowig sfingolipidy, w ktérych zamiast glicerolu wystepuje diugotancuchowy aminoalkohol - sfingozyna,
potaczony z kwasem tluszczowym wigzaniem amidowym. Sfingolipidy wystepujg w szczegdlnie duzych ilosciach w
mézgu i tkance nerwowej (w bionach neuronéw i otoczkach mielinowych). Niektére acylolipidy zawieraja
dodatkowo w czasteczkach reszty kwasu fosforowego lub reszty cukrowe; okresla si¢ je odpowiednio mianem
fosfolipidow oraz glikolipidow. Fosfolipidy, glikolipidy i sfingolipidy nazywane sg zbiorczo tuszczami ztozonymi.
Reszta fosforanowa fosfolipidéw moze by¢ zestryfikowana czasteczka alkoholu (np. seryny, etanoloaminy, choliny
lub inozytolu). Na rys. 2 przedstawiono jedynie fosfo- i glikolipidy nalezace do grupy glicerololipidéw.
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Rys. 2. Niektdre grupy acylolipidow wystepujace w organizmach zywych. Ry, R, lub R ; — reszta kwasu tluszczowego, X - reszta
alkoholu, np. seryny, etanoloaminy, choliny lub inozytolu.

Fosfo- i glikolipidy stanowia, wraz z nalezacymi do lipidéw prenylowych sterolami, faze lipidowa bton
biologicznych. Czasteczki fosfo- i glikolipidéw majg charakter amfipatyczny (amfifilowy), jeden z koricdw czasteczki
ma wiasciwosci hydrofilowe, a drugi - hydrofobowe. Amfipatyczne wiasciwosci czasteczek powoduja, ze w
Srodowisku wodnym lipidy tworzg micele lub struktury o budowie dwuwarstwy, w ktérych na zewnatrz skierowane
sg hydrofilowe (polarne) gtowy, a do wnetrza hydrofobowe ogony.

Lipidy prenylowe, zwane lipidami izoprenowymi, izoprenoidami lub terpenoidami, zbudowane sg z réznej
liczby powtarzajacych sie piecioweglowych, rozgatezionych reszt izoprenowych (rys. 3).
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Rys. 3. Reszta izoprenowa.

Do lipidéw prenylowych zalicza sig wiele biologicznie waznych substancji, petniacych réznorodne funkcje w
komérkach roslinnych i zwierzecych, m. in. wiele hormonéw (np. estrogeny, androgeny, kortykoidy u kregowcéw,
ekdyzony i hormon juwenilny u owadéw, gibereliny i kwas abscysowy u roslin). Z reszt izoprenowych, w catosci lub
czesci, zbudowane sg czasteczki witamin grup A, D, E i K. Ubichinony i plastochinony - przenosniki elektronow w
taicuchu oddechowym i fotosyntetycznym - zawierajg taricuchy zbudowane z reszt prenylowych, kotwiczace je w
dwuwarstwie lipidowej bton. Wystepujace w tylakoidach chloroplastéw chlorofile a i b zawierajg w czasteczce
diterpenowy alkohol - fitol, estrowo zwigzany z cyklicznym uktadem tetrapirolowym.

Jedna z wazniejszych grup lipidéw prenylowych sg steroidy, do ktérych naleza sterole.

HO
Rys. 4. Wzoér strukturalny cholesterolu.

Sterole wchodzg w sktad bton wszystkich komdrek eukariotycznych, a ponadto sg prekursorami wielu waznych
biologicznie zwigzkdw, np. hormondéw. Cholesterol (rys. 4), jako strukturalny sktadnik bton komérek zwierzecych
moduluje ich ptynno$c¢, jest takze prekursorem pieciu gtéwnych klas hormonéw steroidowych, witamin z grupy D
oraz kwasow zofciowych. Funkcije sktadnika bton u roslin wyzszych petnig tzw. fitosterole, np. sitosterol.

Inna grupa lipidéw prenylowych to karotenoidy, obejmujace karoteny i ksantofile (rys. 5).

\\\\\\\\\

B-karoten

OH

\\\\\\\\\

HO

luteina
Rys. 5. Przykiady karotenoidéw.

Sa one wysokonienasyconymi tetraterpenami o czasteczkach liniowych lub czeSciowo scyklizowanych. U
roslin zwigzki te chronig fotouktady przed fotooksydacjq i stuzg jako pomocnicze barwniki fotosyntetyczne. Ich
barwa (od zéitej do czerwonej) uwarunkowana jest liczba podwojnych wigzan sprzezonych. Karotenoidy sq
niezbedne takze u zwierzat do recepcji $wiatta w procesie widzenia. 3-karoten jest prekursorem witaminy A i jej
pochodne;j retinalu, chromoforu wystepujacego we wszystkich znanych barwnikach wzrokowych.

Standardowa metodq izolowania lipiddw z materiatu biologicznego jest ich ekstrakcja rozpuszczalnikami
organicznymi, np. mieszaning chloroform: metanol. Do rozdzielania mieszanin lipidéw i ich identyfikacji stosuje sie
metody chromatografii adsorpcyjnej i podziatowej (np. cieczowo-gazowej lub cieczowo-cieczowe;j).
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Chromatografia adsorpcyjna jest metodg rozdzielania sktadnikéw analizowanej mieszaniny wykorzystujaca
réznice sity adsorpcji poszczegdlnych zwigzkéw na powierzchni ciata statego (stanowiacego faze stacjonarng) —
adsorbenta. Rdznice sity adsorpcji wynikajg z réznicy polarnosci rozdzielanych zwigzkdw i zalezg od ich budowy
chemicznej. Adsorbenty stosowane w chromatografii adsorpcyjnej dzieli sig, ze wzgledu na ich site sorpcji, na trzy
grupy: silne (np. tlenki magnezu i glinu, wegiel aktywny), Srednie (np. zel krzemionkowy, weglany oraz fosforany
magnezu i wapnia) oraz stabe (np. ziemia okrzemkowa). Faze ruchoma w chromatografii adsorpcyjnej stanowi
rozpuszczalnik lub mieszanina rozpuszczalnikéw. Parametrem charakteryzujacym te rozpuszczalniki jest zwigzana
z ich polaroscig sita elucyjna (tym wigksza, im bardziej polarny jest rozpuszczalnik). Zgodnie z rosnacq sitq
elucyjna mozna rozpuszczalniki uporzadkowa¢ w tzw. szereg eluotropowy: heksan, toluen, chloroform, eter
etylowy, octan etylu, aceton, etanol, metanol, woda. Im wigksza sita elucyjna rozpuszczalnika, tym silniej wypiera
on z powierzchni adsorbenta zaadsorbowane zwigzki. Tak wiec ruch rozpuszczalnika powoduje przemieszczanie
sie rozdzielanych zwigzkéw, tym szybsze, im wigksza jest sita elucyjna rozpuszczalnika i stabsza adsorpcja
danego zwigzku.

Sita adsorpcji rozdzielanych zwigzkéw zalezy od budowy ich szkieletéw weglowych oraz rodzaju i liczby grup
funkeyjnych w czasteczce. Wprowadzenie do czasteczki weglowodoru grupy funkcyjnej powoduje wzrost
polarno$ci zwigzku, a tym samym jego silniejsze oddzialywanie z adsorbentem. Ze wzgledu na wzrastajacq
wypadkowg polarmno$¢ czasteczki, grupy funkcyjne mozna uszeregowa¢ w nastepujacej kolejnosci: wigzanie
podwojne, przytaczony chlorowiec, ugrupowanie estrowe, grupa karbonylowa, hydroksylowa, aminowa,
karboksylowa. Im zwigzek bardziej polarny, tym silniej jest adsorbowany na powierzchni fazy stacjonarnej (czyli
wolniej migruje na ptytce).

Do rozdzielania zwigzkéw metoda chromatografii adsorpcyjnej wykorzystuje si¢ technike kolumnowg lub
cienkowarstwowa. Preparatywne rozdzielanie mieszanin zwigzkéw metodg chromatografii adsorpcyjnej
przeprowadza si¢ z reguly stosujac kolumne, czyli uformowany w rurce szklanej stup adsorbenta, przez ktéry
przeptywa odpowiednio dobrany rozpuszczalnik (albo mieszanina rozpuszczalnikéw). W chromatografii
cienkowarstwowej adsorbent stanowi cienka warstwe na powierzchni plytki plastikowej lub szklanej.

Ruchliwo$¢ chromatograficzng zwiazkéw w technice cienkowarstwowej opisuje wspotczynnik przesuniecia
chromatograficznego Ry, bedacy stosunkiem drogi przebytej przez dany zwiazek do drogi przebytej przez
rozpuszczalnik (R<1). Na jego podstawie mozna m. in. poréwna¢ wiasnosci chromatograficzne badanych
zwigzkow i wzorcow.

CZESC PRAKTYCZNA

Celem cwiczenia jest otrzymanie ekstraktu lipidowego z roslin i rozdzielenie jego sktadnikéw metoda
cienkowarstwowej chromatografii adsorpcyjne;j.

Sprzet i odczynniki:

mozdzierz porcelanowy

skalpel

lejek Schotta oraz szklany

kolba ssawkowa

bibuta filtracyjna

pipety Pasteura

zlewka 25 ml

kapilary szklane

9. suszarka fryzjerska

10. plytki chromatograficzne pokryte zelem krzemionkowym (5 x 20 cm)
11. kamery do chromatografii - 2 szt.

12. cylinder miarowy 100 ml

13. spryskiwacz do plytek

14. suszarka laboratoryjna

15. materiat ro$linny

16. chloroform

17. metanol

18. Na;SO, bezwodny

19. ukfad rozpuszczalnikéw do chromatografii cienkowarstwowej I: chloroform : metanol (9:1; [v/v])
20. uktad rozpuszczalnikow do chromatografii cienkowarstwowej Il heksan : etanol : toluen (40:4.5:15; [v/v])
21. 50% kwas siarkowy

N WD =
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Wykonanie:
1. Otrzymywanie ekstraktu lipidowego

Ok. 1g materiatu ro$linnego, otrzymanego od prowadzacego zajecia, pokroi¢ skalpelem. Rozdrobniony
materiat utrze¢ z 8 g bezwodnego siarczanu sodu. Utarty materiat przenie$¢ na lejek Schotta, zala¢ 10 mi
mieszaniny chloroform : metanol (2:1; [v/v]) i przesaczy¢ pod zmniejszonym ciSnieniem do suchej kolby
ssawkowej. Pozostato$¢ na lejku przemyé¢ 5 ml mieszaniny chloroform : metanol (2:1; [v/v]). Uzyskany ekstrakt
przela¢ do 25 ml zlewki i odparowa¢ rozpuszczalniki za pomocq suszarki fryzjerskiej w strumieniu zimnego
powietrza. Suchg pozostatos¢ rozpusci¢ w 1 ml mieszaniny chloroform : metanol (2:1; [v/v]).

Uwaga! Odparowywanie rozpuszczalnikow przeprowadzaé pod wyciagiem.
2. Chromatografia cienkowarstwowa adsorpcyjna

Uzyskany ekstrakt lipidowy (patrz pkt 1) nanies¢ przy pomocy kapilary na dwie gotowe plytki do chromatografii
cienkowarstwowej, pokryte SiO,. Ekstrakt nanosi¢ na ptytke pasmem o dtugosci ok. 1 cm, odlegtym od dolnej
krawedzi ptytki o 1 cm. Nanoszenie prowadzi¢ tak dtugo, az pasmo bedzie intensywnie barwne. Jedng plytke
umiesci¢ w kamerze z uktadem rozpuszczalnikéw | — chloroform : metanol (9:1), a drugq z uktadem Il — heksan :
etanol : toluen (40:4.5:15). Plytki rozwija¢ do czasu, az czoto rozpuszczalnika znajdzie si¢ w odlegtosci ok. 0.5 cm
od goérnej krawedzi plytki. Plytki wyja¢ z kamer i zaznaczy¢ czoto rozpuszczalnika. Plytke wyjeta z kamery z
uktadem | po wysuszeniu spryska¢ 50% H,SO, i wywota¢ w goracej suszarce. Na rysunku jak ponizej nanies¢
pozycje plam. Obok poda¢ barwe plam i obliczone warto$ci Ry.

czoto
rozpuszczalnika

Re barwa

kierunek
migracji

uktad | uktad Il
start
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Cw. 6. ENZYMY

Enzymy sg biokatalizatorami, ktére obnizajg energie aktywacji i zwiekszaja szybkos¢ reakcji chemicznej,
przyspieszajac tym samym osiggnigcie stanu rownowagi, same przy tym nie ulegaja zmianie. Energia aktywacji
to minimalna energia umozliwiajaca zajscie reakcji chemicznej. Stan réwnowagi reakcji jest momentem, w
ktorym szybko$¢ reakcji w kierunku tworzenia produktu réwna jest szybkosci jego rozpadu i ponownego tworzenia
substratu. Szybkos¢ wypadkowa reakcji znajdujacej sie w stanie rownowagi jest wobec tego réwna zero.
Szybkos¢ reakcji to zmian stezenia substratu lub produktu w jednostce czasu, okres$la ona aktywno$¢ enzymu.

Na szybkos¢ reakcji enzymatycznej wptywaja warunki $rodowiska takie jak temperatura, pH, czy sita jonowa,
ktére moga zmienia¢ strukture przestrzenng miejsca aktywnego enzymu lub wplywa¢ na stan substratu (np. na
jego jonizacje). Centrum aktywne (stosunkowo niewielka cze$¢ catej czasteczki enzymu) to region wigzacy
substrat i przeksztatcajacy go w produkt. Czesto jest nim szczelina lub zagtebienie w powierzchni enzymu
utworzone przez specyficzne reszty aminokwasowe (tzw. grupy katalityczne). Za wiasciwosci katalityczne
enzyméw odpowiada przestrzenna budowa biatka oraz obecno$¢ grup funkcyjnych bioracych udziat w reakcji na
poziomie molekularnym. Pierwszym etapem reakcji enzymatycznej jest faza prestacjonamna, ktéra trwa utamki
sekund. Tworzy sie wtedy kompleks enzym-substrat (ES), ktory przechodzi w aktywny kompleks ES*.
Nastepnie rozpoczyna si¢ faza stacjonarna reakcji, w ktérej zachodzi przeksztatcanie kompleksu ES* w kompleks
enzym-produkt (EP) i wreszcie rozpad kompleksu EP na enzym i produkt.

S+E - ES - ES* - EP -~ P+E

Faza stacjonarna charakteryzuje sie stalq szybkoscig reakcji. Wyrdznia sie jeszcze faze poststacjonarng, w
ktorej reakcja zmierza do stanu rownowagi. Istnieja dwa modele wyjasniajace wigzanie substratu przez enzym:
A - model zamka i klucza, w ktérym substrat idealnie pasuje do miejsca aktywnego enzymu oraz B - model
indukowanego dopasowania, w ktérym substrat wigzac sie z enzymem indukuje zmiany konformacyjne w
centrum aktywnym. W przeciwienstwie do katalizatoréw chemicznych enzymy wykazujq wysoka specyficznosé
wzgledem katalizowanej reakcji i substratu (specyficzno$é katalityczna i substratowa). Jeden enzym katalizuje
zwykle pojedyncza reakcje lub grupe reakcji pokrewnych.

Niektdre substancje mogg hamowaé aktywnos¢ enzymu (inhibitory), badz przez konkurowanie z substratem
o centrum aktywne (hamowanie wspétzawodnicze), badz przez oddziatywanie z enzymem poza centrum
aktywnym (hamowanie niewspotzawodnicze), z drugiej strony enzymy moga by¢ tez aktywowane przez tzw.
aktywatory reakcji. Niezbednym warunkiem prawidtowego przebiegu metabolizmu komérkowego jest mozliwo$¢
regulowania aktywnosci enzyméw. Enzymy kluczowe dla funkcjonowania danego szlaku metabolicznego to
tzw. enzymy regulatorowe, ktore katalizujg zwykle reakcje bedace w stanie oddalonym od stanu réwnowagi.

Co wigcej aktywno$¢ enzymoéw moze by¢ modulowana przez: (a) regulacje syntezy i degradacji biatka
enzymatycznego, (b) odwracalng kowalencyjng modyfikacie enzymu (np. fosforylacja, ADP-rybozylacja,
adenylacja), oraz (c) selektywng proteolize. Aktywnos¢ enzymoéw allosterycznych (enzymy ktdrych krzywa
progresji (rys. 1) ma posta¢ sigmoidalna, zwykle posiadajg wiecej niz jedno miejsce aktywne, a zwigzanie
czasteczki substratu utatwia wigzanie kolejnych czasteczek) - moze by¢ modyfikowana przez drobnoczasteczkowe
efektory przytaczajace sie w specyficznym miejscu enzymu (miejsce efektorowe).

Prawie wszystkie enzymy to biatka, niemniej zidentyfikowano czasteczki RNA o aktywnosci katalitycznej -
rybozymy. Niektore enzymy sa biatkami zlozonymi, obok cze$ci biatkowej (apoenzymu) zawierajg tez kofaktor
nie bedacy polipeptydem. Apoenzym potaczony z kofaktorem tworzy holoenzym. Role kofaktora moze odgrywaé
jon metalu lub czasteczka organiczna (koenzym). Kofaktor zwigzany z enzymem kowalencyjnie to grupa
prostetyczna.

Przy danym stezeniu enzymu szybko$¢ reakcji (V) zalezy od warunkéw $rodowiska (temperatura, pH, sita
jonowa, ciénienie) opisywanych jako stata szybkosci reakcji (k) oraz od stezenia substratu [S], V = [S].
Szybkos¢ reakcji enzymatycznej mierzy sie oznaczajac zmiany stezenia / ilosci substratu lub produktu w czasie.
Przebieg reakcji (zmiany stezen / iloci reaktantéw, czyli substratow i produktéw w czasie) mozna przedstawi¢ w
postaci wykresu - krzywej progres;ji reakcji (rys.1). Wykorzystujac prostoliniowy odcinek krzywej progresji (faza
stacjonarna reakgji) wyznacza sie szybko$¢ poczatkowa reakcji (Vo), ktéra méwi nam o szybkosci reakcji przy
danym stezeniu poczatkowym substratu (So). W pewnym zakresie stezen substratu, dodajac go do mieszaniny
reakcyjnej, mozna zwigksza¢ szybko$¢ poczatkowq reakcji, az do osiggniecia jej wartosci maksymalnej. W tym
momencie dodawanie kolejnych porcji substratu nie zmienia juz szybkosci powstawania produktu. Oznacza to, ze
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reakcja osiagneta szybko$¢ maksymalna (Vin.), @ wszystkie czasteczki enzymu znajdujace sie¢ w uktadzie sg
wysycone substratem. V.., jest wartoscia charakterystyczng dla reakcji enzymatycznej przy danym stezeniu
enzymu i odpowiada maksymalnej wartosci szybkosci poczatkowe.
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9 7
o4 o
a3
H 7 /_‘
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>
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Rys. 1. Krzywa progres;ji reakcji enzymatycznej; jej prostoliniowy odcinek jest zawarty miedzy dwoma uko$nymi liniami.

Kolejng wartoscig charakteryzujaca reakcje enzymatyczng jest stata Michaelisa (Kv), bedaca miarg trwatosci
kompleksu ES. Odpowiada ona takiemu stezeniu substratu przy ktérym reakcja osigga potowe szybkosci
maksymalnej. Obie state (Vi i Ku) informujg o wiasciwosciach kinetycznych enzymu badanego in vitro. State te
mozna wyznaczy¢ eksperymentalnie mierzac seri¢ szybkosci poczatkowych reakcji przy réznych stezeniach
poczatkowych substratu, a nastepnie sporzadzajac wykres zaleznosci szybkosci poczatkowych reakcji od stezen
poczatkowych substratu. W praktyce dogodne jest wykorzystanie wykresu zalezno$ci odwrotno$ci szybkosci
poczatkowych od odwrotnosci stezen poczatkowych - wykres Lineweavera-Burka (rys. 2), z ktérego, w miejscu
przeciecia osi XY, w prosty sposob odczytuje sie wartosci obu statych.

1/v,

/v,

max

N
N i

1/18,1

Rys. 2. Wykres Lineweavera-Burka.

Aktywno$¢ enzymoéw podaje sie w jednostkach aktywnosci enzymatycznej (U) — jest to taka iloS¢ enzymu,
ktéra katalizuje przemiang 1 pumola substratu w ciagu 1 minuty, w optymalnych warunkach. Wartoscig
charakteryzujaca preparat enzymatyczny jest aktywnos¢ wiasciwa wyrazana w liczbie jednostek aktywnosci
enzymatycznej na mg biatka preparatu (U/mg). Czesto podaje sie tez aktywno$¢ molekularng (dawniej liczba
obrotéw) - jest to liczba czasteczek substratu przeksztatconych przez czasteczke enzymu w ciagu jednej minuty, w
optymalnych warunkach.

CZESC PRAKTYCZNA

Celem ¢éwiczenia jest zbadanie aktywnosci enzymu — bakteryjnej B-galaktozydazy w roztworach o réznym
stezeniu poczatkowym substratu, poprzez wyznaczenie szybkosci poczatkowych reakgji dla danych poczatkowych
stezen substratu, wartosci statej Michaelisa Ky oraz szybkosci maksymalnej Vi.. Enzym ten jest produkowany
metodami inzynierii genetycznej w komérkach drozdzy, co pozwala na tatwe uzyskanie duzych ilo$ci materiatu do
¢éwiczenia. [3-galaktozydaza katalizuje hydrolize wigzania O-glikozydowego. Substratem reakcji bedzie bezbarwny
o-nitrofenylo-p-b-galaktozyd (ONPG), w wyniku hydrolizy ktérego powstaje o-nitrofenol barwiacy mieszanine
reakcyjng na z6tty kolor. Na podstawie mierzonej spektrofotometrycznie absorbancji roztworu, korzystajac z prawa
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Lamberta-Beera (patrz ¢w. 3, ¢ = Alel), mozna wyliczy¢ stezenie powstatego o-nitrofenolu (€40 = 4500 M cm),
a nastepnie jego ilo$¢ w catej mieszaninie reakcyjnej.

Sprzet i odczynniki:

pipeta automatyczna (100 - 1000 pl)

pipety serologiczne

probowki chemiczne

zlewki szklane

taznia wodna (30°C)

spektrofotometr (Spekol 11)

woda dejonizowana

homogenat drozdzy piekarniczych Saccharomyces cerevisiae, zawierajacy bakteryjng B-galaktozydaze
9. 5 mM o-nitrofenylo-B-p-galaktozyd (ONPG) w 50 mM Tris-HCI, pH 8.0
10. 50 mM Tris-HCI, pH 8.0

11. bufor R: 60 mM NazHPOx, 40 mM NaH:PO,, 10 mM KCI, 1 mM MgSO,
12. bufor "stop": 1 M Na,COs

NSO~

Wykonanie:
1. Oznaczenie aktywnosci B-galaktozydazy
Przygotowa¢ 20 probdwek oznaczonych odpowiednio A, do A4, By do B, Co do Cs, Do do D, do wszystkich

odpipetowac po 0.6 ml buforu "stop" (1M Na2COs). Nastepnie do czterech osobnych probowek opisanych A, B, C i
D odmierzy¢ wg ponizszej tabeli:

Probowka 5mM ONPG 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 Bufor R
A - 1ml 9ml
B 0.25 ml 0.75 ml 9ml
C 0.5 ml 0.5ml 9ml
D 1 ml - 9ml

Zawarto$¢ probowek A, B, C i D wymiesza¢ doktadnie i wstawi¢ do tazni wodnej o temp. 30°C, po 2-3
minutach preinkubacji do kazdej z probdwek dodac po 0.5 ml homogenatu drozdzy. Préby doktadnie wymieszac,
natychmiast pobra¢ z kazdej z nich 1.5 ml mieszaniny reakcyjnej i przenie$¢ do probéwek oznaczonych Ao, By, Co i
Do (proby odniesienia). Probowki A, B, C, D pozostawi¢ w fazni wodnej i inkubowa¢ dalej w temp. 30°C, co
5 minut pobierajac 1.5 ml proby i przenoszac do odpowiednich proboéwek (po 5 minutach do probéwek
oznaczonych 1, po 10 minutach do probéwek oznaczonych 2, po 15 minutach do probéwek oznaczonych 3, po
20 minutach do probéwek oznaczonych 4).

Po zakonczeniu reakcji zmierzy¢ absorbancje we wszystkich pobranych prébach (A; do A4, B1 do By, Cs do Cq,
D1 do Ds) przy ditugosci fali 420 nm, stosujac jako préby materiatowe te pobrane w czasie 0 reakcji (Ao, Bo, Co i D).
Na podstawie absorbancji obliczy¢ stezenie produktu (o-nitrofenolu) w kazdej prébie. Przeliczy¢ je na stezenie
wyrazone w pM i obliczy¢ ilos¢ o-nitrofenolu wyrazong w nmol w catej mieszaninie reakcyjnej (10.5 ml), biorac
poprawke na rozcieficzenie prob buforem stop. Obliczone w ten sposéb wartosci wpisa¢ do tabeli jak ponizej, a
nastepnie sporzadzi¢ osobne wykresy jak ponizej, dla kazdego stezenia poczatkowego substratu (ONPG),
odkfadajac na osi X czas w minutach, a na osi Y ilo$¢ o-nitrofenolu w nmol. Z prostoliniowego odcinka kazdej
krzywej wyznaczy¢ szybko$é poczatkowa reakcji Vo = tga = y/x [nmol min™] (patrz rys. 1).

2. Wyznaczenie statej Michaelisa i szybko$ci maksymalnej reakcji
Znajac wartosci Vo dla réznych stezen poczatkowych substratu So sporzadzi¢ jak ponizej wykres Lineweavera-

Burka, odktadajac na osi X odwrotnosci stezern poczatkowych ONPG [mM7], a na osi Y odwrotnosci szybkosci
poczatkowych reakcji [min nmol ™). Z wykresu odczyta¢ warto$ci Ku i Vina: (patrz rys. 2).
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Stezenie poczatkowe llo$¢ produktu (o-nitrofenolu) po czasie reakcji [nmol] Szybkos¢
substratu (ONPG) 5 min 10 min 15 min 20 min poczatkowa
[mM]
(B)
(€
(D)

o-nitrofenol [nmol]

: >
5 10 15 20[min]

1V, =
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2 e

Regulamin ¢éwiczen

Do zaliczenia ¢wiczen wymagane jest wykonanie § zaje¢ praktycznych oraz pozytywna ocena z kolokwium.
Ocena koncowa z ¢wiczen zostanie wystawiona na podstawie oceny z kolokwium. Ocena ta moze by¢
podniesiona o pét stopnia w przypadku osob, ktére wykazaly si¢ wyrdzniajgcym wykonaniem zajec
praktycznych.

Osoby, ktore w trakcie kolokwium bedg korzystaty z zabronionych pomocy lub beda je pisaty niesamodzielnie,
automatycznie otrzymaja ocene niedostateczng. Ponadto, o samym fakcie nieetycznego zachowania zostanie
niezwlocznie powiadomiony Dziekanat.

Osobom, ktére nie stawig sie na kolokwium w pierwszym terminie i nie dostarcza kierownikowi ¢wiczen w
ciagu siedmiu dni (liczac od dnia kolokwium) stosownego zwolnienia lekarskiego, pozostaje jedynie drugi
termin kolokwium. W przypadku powtdrzenia sie takiej sytuacji przy drugim terminie, osoby takie otrzymajg
automatycznie oceng niedostateczna.

W pomieszczeniu pracowni nalezy zachowac ostrozno$¢, porzadek i czystosc.

W pomieszczeniu pracowni nalezy nosi¢ bezpieczne obuwie i fartuch laboratoryjny, a przy pracy z
substancjami szkodliwymi jednorazowe rekawiczki gumowe i okulary ochronne. Okrycia wierzchnie nalezy
pozostawia¢ w szatni przy wejsciu do budynku Wydziatu.

Opuszczajac stanowisko pracy sprawdzi¢, czy wszystkie zbedne urzadzenia elektryczne, gaz i woda zostaty
wytaczone, drobny sprzet odtozony na miejsce, a uzyte naczynia laboratoryjne umyte i odtozone do suszenia.
Studenci nie moga pracowa¢ w pomieszczeniu pracowni bez opieki pracownika dydaktycznego.

W pomieszczeniu pracowni nie wolno pali¢ tytoniu, spozywac positkéw i napojéw, aplikowac kosmetykow. Nie
uzywact do celéw spozywczych jakichkolwiek naczyn laboratoryjnych.

. Odczynniki nalezy przechowywa¢ w nalezytym porzadku. Nie wolno trzymaé zadnych substancji w nie

podpisanych opakowaniach. Latwopalne rozpuszczalniki, stezone kwasy i zasady mozna przechowywa¢ w
pomieszczeniu pracowni pod wyciagiem, tylko w iloSciach zaspakajajacych biezace potrzeby.

. Prace z rozpuszczalnikami organicznymi nalezy prowadzi¢ przy sprawnie dziatajacej wentylacji. Podczas

pracy nie wolno uzywa¢ otwartego ognia. Etanol uzywany podczas ¢wiczen jest skazony.

. Prace z kwasami i zasadami nalezy prowadzi¢ pod sprawnie dziatajacym wyciagiem chemicznym.
. Nigdy nie nalezy pipetowa¢ ustami substancii trujgcych, zracych lub innych szkodliwych dla zdrowia.
. Odpadéw substancji, ktére moga stanowi¢ zagrozenie dla $rodowiska naturalnego nie wolno wyrzuca¢ do

koszy na $mieci lub wylewa¢ do zlewéw. Nalezy je skladowaé w specjalnych pojemnikach lub zlewaé¢ do
odpowiednich butelek i przechowywa¢ pod wyciggiem, skad bedag okresowo zabierane do przetworzenia.

. Odpady innych stezonych substancji mozna wylewa¢ do zlewu po ich znacznym rozcieficzeniu i obfitym jego

sptukaniu woda z kranu.

. Ze szczegblng starannoscig obchodzi¢ sig z pipetami automatycznymi. Uzywaé ich tylko z jednorazowymi

koricdwkami i nastawiac je tylko na warto$ci z przedziatu podanego na tloku pipety.

. W trakcie doswiadczen z uzyciem pradu zachowa¢ szczegoing ostrozno$¢. Zawsze upewnic sig czy otwierany

aparat (urzadzenie) odtaczony jest od zasilacza (pradu), a sam zasilacz wytaczony.

. Okna w pomieszczeniu pracowni mozna uchyla¢ tylko w pozycji pionowej. Nie otwiera¢ ich na osciez.
. W razie zaistnienia nawet najmniejszego wypadku nalezy niezwtocznie powiadomi¢ osobe prowadzacq

éwiczenia.

. Na pracowni obowiazuje zakaz korzystania z telefonéw komérkowych lub odtwarzaczy MP3, gry w karty itp.

oraz zabronione jest rejestrowanie dzwieku lub obrazu bez wiedzy i zgody 0séb prowadzacych ¢wiczenia.
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Obstuga pipet automatycznych

Pipety automatyczne sa delikatnymi urzadzeniami, przeznaczonymi do precyzyjnego odmierzania matych
objetosci cieczy — tysiecznych czesci mililitra (ul) roztworéw wodnych. W pracowni dostepne sg trzy modele pipet.
Dwie pipety z zoltym wykonczeniem uzywane sa wylacznie z malymi koficéwkami do odmierzania objetosci
z przedziatu 2-20 pl lub 20 -200 pl (objetosci te zaznaczone sa na przycisku tloka). Pipeta z zielonym
wykoriczeniem uzywana jest wylacznie z duzymi koricowkami do odmierzania objetosci z przedziatu
100 - 1000 pl.

Nastawianie zadanej objetosci odbywa sig¢ poprzez obrét czarnego pokretta. Nie wolno nastawiaé pipet
ponizej lub powyzej ich zakresu pojemnosci roboczej, gdyz powoduje to ich uszkodzenie.

Najmniejsza pipeta (2 - 20 pl) nastawiona na 2 pl, ma na liczniku warto$¢ 020, za$ nastawiona na 20 pl, ma na
liczniku warto$¢ 200, przy czym ostatnia cyfra (od 0 do 9) odnoszaca sie do dziesiatych czesci pl jest czerwona.

Srednia pipeta (20 - 200 ul) nastawiona na 20 pl, ma na liczniku wartos¢ 020, za$ nastawiona na 200 pl, ma
na liczniku warto$¢ 200, przy czym wszystkie cyfry sg czarne.

Najwigksza pipeta (100 - 1000 pl) nastawiona na 100 ul, ma na liczniku warto$¢ 010, za$ nastawiona na
1000 pl, ma na liczniku warto$¢ 100, przy czym pierwsza cyfra (0 lub 1) jest czerwona.

Pipet uzywaé zawsze z koficowkami, ktore sg jednorazowe, a ich zaktadanie i zdejmowanie nie wymaga
dotykania ich palcami.

W celu pipetowania, zatozy¢ odpowiednig koricowke poprzez delikatne wbicie pipety w jedng z korcowek w
pudetku, ktore nalezy przytrzyma¢ drugq reka. Nacisnac przycisk tloka (ten z zaznaczonym przedziatem roboczej
pojemno$ci pipety) do pierwszego oporu. Zanurzy¢ koncoéwke na gteboko$¢ ~1cm do odpipetowywanego
roztworu i powoli zwolni¢ tlok. Wyciagna¢ napetniong korncéwke z roztworu i wprowadzi¢ jg do docelowego
naczynia, np. probéwki. Nacisna¢ powoli przycisk toka, az do drugiego oporu. Wyciagna¢ oprézniong koricowke z
naczynia i delikatnie zwolni¢ ttok. Nad pojemnikiem na zuzyte koricowki nacisna¢ przycisk wypychacza do
koncowek (ten karbowany), az uzyta koricdwka zsunie si¢ z pipety.

Obliczenia biochemiczne

Rozcienczenia: W celu dokonania 2-krotnego rozcieficzenia roztworu, nalezy zmiesza¢ ze sobg 1 jego
objetoS¢ i 1 objetos¢ wody dejonizowanej, np. majac 10 mM roztwdr wyjsciowy i chcac otrzymaé 2 ml 5 mM
roztworu koncowego, nalezy zmiesza¢ ze soba 1 ml roztworu wyjsciowego i 1 ml wody dejonizowane;.

W celu dokonania 10-krotnego rozcienczenia roztworu, nalezy zmiesza¢ ze sobg 1 jego objeto$¢ i 9 objetosci
wody dejonizowanej, np. majac 10 mM roztwér wyjsciowy i chcac otrzymaé 2 ml 1 mM roztworu koricowego,
nalezy zmiesza¢ ze sobg 0.2 ml roztworu wyjsciowego i 1.8 ml wody dejonizowane;.

W celu dokonania wigkszych rozcienczen, nalezy wykonywac je etapami, np. dla 50-krotnego rozciericzenia,
wpierw wykonujemy 10-krotne rozciericzenie, a nastepnie z tak otrzymanego roztworu przygotowujemy 5-krotne
rozcienczenie. Kofcowy roztwor jest wiec rozcienczony 10 x 5, czyli 50-krotnie.

Obliczanie zawartosci substancji w roztworze o znanym stezeniu molowym: Chcac okresli¢ ilos¢
substancji w gramach w objetosci roztworu o znanym stezeniu molowym, nalezy wpierw obliczy¢ jej zawarto$¢ w
molach w tej objetosci roztworu, a nastepnie przeliczy¢ wynik w molach na gramy, wykorzystujac znajomo$¢ masy
molowej tej substancji. Dla przyktadu, nalezy obliczy¢ ile miligraméw glukozy znajduje sie¢ w 100 ml 20 mM
roztworu glukozy, ktérej masa molowa wynosi 180 g. W tym celu nalezy dokona¢ nastepujacych obliczen:

1. Przeliczy¢ milimole na mole: 20 mM roztwér to inaczej 0.02 M roztwér.

2. Roztwér 0.02 M oznacza, ze w jego 11, czyli 1000 ml znajduje sie 0.02 mola substancji. Zatem, w 100 ml tego
roztworu znajduje si¢ pewna cze$¢ tej substancii, ktéra wynosi 100/1000, czyli 1/10 cze$¢ tego, co w 1000 ml.
W przeliczeniu na mole wynosi to 1/10 x 0.02 mola, czyli 0.002 mola substanciji.

3. Masa molowa 180 g oznacza, ze 1 mol substancji wazy 180 g. 0.002 mola wazy: 0.002/1, czyli 1/500 tego co
1 mol, a wigc 1/500 x 180 g, czyli 0.36 g.

4. Przeliczy¢ gramy na miligramy: 0.36 g réwna si¢ 360 mg.

Zatem, 100 ml tego roztworu zawiera 360 mg glukozy. Alternatywnie, powyzsze obliczenia mozna przeprowadzi¢

pozostajac przy jednostkach z przedrostkiem "mili" (mmol i mg) i przyjmujac, ze 1 mmol glukozy wazy 180 mg.



Zajecia odbywaja sie w sali 221D, na Il pietrze budynku D Wydziatu Biologii,
przy ul. Miecznikowa 1.

Do zaliczenia éwiczen wymagane jest wykonanie PIECIU z szeSciu zaje¢
praktycznych oraz pozytywna ocena z kolokwium.
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