Cwiczenie nr 2 - Aminokwasy, peptydy, biatka

I. Chromatografia cienkowarstwowa aminokwasow
Il. Oznaczanie stezenia biatka metoda Bradforda

Celem ¢wiczenia jest:
e Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) wybranych aminokwaséw

e Zapoznanie sie z metodg pozwalajacg na iloSciowe oznaczenie zawartosci biatka w
roztworze (metoda Bradforda)

Wprowadzenie
Wykrywanie aminokwaséw metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC)

Chromatografia jest metodg rozdziatu, w ktérej sktadniki mieszaniny ulegajg rozdziatowi
pomiedzy dwie fazy: faze nieruchoma (stacjonarng) oraz faze ruchoma. Fazg stacjonarng w
przypadku chromatografii cienkowarstwowej jest zel, za$ fazg ruchomga ciecz, zwana
solwentem. Przy stosowaniu chromatografii cienkowarstwowej rozdzielanie mieszanin
zachodzi na cienkich warstwach zelu pokrywajgcego ptytke. Przewaznie wykorzystuje sie zele
dekstranowe i poliakrylamidowe. Mozna tez stosowa¢ pochodne dekstranowe, agarozowe,
dekstranowo-poliakryloamidowe, jak réwniez poliakrylamidowo-agarozowe. Zele s3
substancjami statymi, nierozpuszczalnymi w wodzie, stad przed uzyciem do chromatografii
muszg by¢ odpowiednio przygotowane. Sg one zawieszone w buforze o okreslonej wartosci
pH i pozostawiane do specznienia.

Czes¢ doswiadczalna
I. Chromatografia cienkowarstwowa wybranych aminokwaséw
Zasada metody:

Rozdzielane aminokwasy identyfikuje sie na podstawie wspoétczynnika podziatu (R¢). Jest on
wielkoscig statg charakterystyczng dla okreslonego aminokwasu w danych warunkach
rozdziatu, czyli moze stuzy¢ do jego identyfikacji.

Wartos¢ wspdtczynnika Rt dla danego aminokwasu oblicza sie, dzielgc odlegtosé, ktorg
przebyt ten zwigzek, przez dtugosé drogi samego rozpuszczalnika (solwentu) zgodnie ze
wzorem:

Rf=a/b

Re=odlegtos¢ od srodka plamy aminokwasu od miejsca startu (a) /odlegtos¢ czota solwenta
od miejsca startu (b)
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Procedura:

Chromatografie cienkowarstwowga nalezy wykona¢ na gotowych ptytkach aluminiowych
pokrytych warstwg zelu krzemionkowego (Silicagel 60 Fzs4) o grubosci 0,2 mm firmy Merck.
Droga migracji ok 8cm.

Nalezy zastosowac nastepujacy uktad rozwijajacy :
nbutanol: kwas octowy: woda (4:1:1)

1.Do trzech probdéwek typu eppendorf wsyp kilka ziarenek aminokwaséw wzorcowych A, B
oraz C nastepnie rozpus¢ w 200ul metanolu (w kazdej probdwce inny aminokwas).

Probka A-glicyna
Prébka B-tryptofan

Préobka C-histydyna

startu ptytki (ok. 5ul prébki).
3.0bok aminokwaséw wzorcowych nanies prébke X, ktorg otrzymates od asystenta.
4.Rozwin przygotowang ptytke w kolumnie chromatograficznej.

Pamietaj aby brzeg ptytki byt delikatnie zanurzony w uktadzie rozwijajagcym. Zastosuj uktad
nbutanol: kwas octowy: woda (4:1:1).

5. Po zakoriczonym rozdziale wywotaj ptytke 0,3% roztworem ninhydryny i odpowiedz na
pytanie : jaki aminokwas/y byt/y w prébce X?

Wyniki zanotuj w sprawozdaniu



Il. Oznaczanie biatka metoda Bradforda
Zasada metody

W metodzie tej wykorzystuje sie zdolnos$¢ wigzania barwnika Coomassie Brilliant Blue G-250
z biatkiem za pomoca wigzan jonowych i hydrofobowych. Z barwnikiem gtéwnie reaguja
reszty Arg, w minimalnym stopniu reszty His, Lys, Tyr, Trp, Phe. Btekit brylantowy Coomassie
G-250 w Srodowisku kwasowym ma brunatne zabarwienie, ktore po reakcji z biatkiem
zmienia sie na btekitne. Wigze sie z tym zmiana maksimum pochtaniania z 465 nm na 595
nm. Natezenie barwy jest proporcjonalne do zawartosci biatka w roztworze.

Procedura:

A. Sporzadzenie krzywej kalibracyjnej dla biatka albuminy:
1. Przygotowad wodny roztwor albuminy o stezeniu 1 mg/mL.
2. Przygotowaé 5 probdwek, opisac je kolejno 1-5.

3. Do kazdej probowki dodaé po 1 ml odczynnika Bradforda.

4. Przygotowac roztwory, ktére postuzg do wyznaczenia krzywej kalibracyjnej, w tym celu do
opisanych probdéwek z odczynnikiem Bradforda dodaé, odpowiednio:

1- préba slepa (bez albuminy)

2 — 3 ul r-r albuminy

3 -6 pl r-r albuminy

4 -9 pl r-r albuminy

5-12 pl r-r albuminy

Sporzadz krzywa wzorcowg z wykorzystaniem arkusza kalkulacyjnego programu Excel.

5. Prébki z odczynnikiem Bradforda nalezy inkubowaé przez 10 min w temperaturze
pokojowej, nastepnie dokona¢ pomiaru absorbancji z wykorzystaniem spektrofotometru
przy dtugosci fali 595 nm.

B. Izolacja biatka z hodowli komérkowych (wszystkie czynnosci przeprowadzamy na lodzie)
1. Przeptuka¢ komorki w szalce 2 razy roztworem PBSu bez wapnia i magnezu.
2. Dodac 100ul buforu lizujgcego z inhibitorem proteaz do szalki z komdrkami.

3. Zdrapa¢ komoérki z dna szalki i zawartosé przeniesé do eppendorfa - (inkubowaé 5 min na
lodzie).



3. Zhomogenizowa¢ komorki, okoto 10razy (uzyé w tym celu strzykawek z cienkg igt3).
4. Catos¢ zwirowac (5000 rmp, 10 min, 4°C).

5. Oznaczy¢ zawartosc¢ biatka w lizacie komoérkowym (nadsacz). W tym celu przygotuj prébke
nr 6, dodaj do niej 1 ml odczynnika Bradforda oraz 1 pl lizatu biatkowego.

Na podstawie wyznaczonej krzywej kalibracyjnej oblicz stezenie biatka w roztworze.



