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Metody wyodrebniania z komorek oraz
badanie wlasciwosci bialek, cz. 1

Wyizolowanie bialek jednoczesnym zachowaniem ich wlasciwosci oraz nienaruszeniem
konformacji, jest zadaniem niezwykle trudnym. Dlatego tez, proces izolacji wymaga
zapewnienia okreslonych warunkow, zblizonych do naturalnych. W zwiazku z tym
stosowane metody powinny by¢ tak dobierane by mozliwie jak najbardziej zminimalizowac
prawdopodobienstwo wystapienia degradacji czasteczek bialka, a dodatkowo metody te

powinny charakteryzowac¢ sie wysoka specyficznoscia rozdzielania bialek wystepujacych
w okreslonym materiale biologicznym [1].

Stowa kluczowe: biatka, charakterystyka biatek, wtasciwosci biatek, izolacja biatek, precypitacja,
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liza, wysalanie, detergenty, dializa, homogenizacja

Biatka zbudowane sa z aminokwaséw (utozonych liniowo), potaczonych miedzy soba tzw. wiazaniami
peptydowymi. Wiazanie to powstaje miedzy grupa a-aminowa jednego aminokwasu a grupa
a-karboksylowa kolejnego. W momencie gdy dwa aminokwasy zostaja potaczone ze soba powstaje
tzw. dipeptyd, ktéry na koncach posiada wolna grupe aminowa i karboksylowa-dzieki czemu mozliwe
jest przylaczenie kolejnego aminokwasu. Dtugie i nierozgatezione tafnicuch aminokwaséw moga
laczy¢ sie ze soba wigzaniami peptydowymi, az do momentu utworzenia tancucha oligopeptydow (tj.
do 25 reszt aminokwaséw) lub polipeptydéw (tj. do > niz 25 reszt aminokwasow). Utworzony tancuch
polipeptydowy ma zdolnos¢ faldowania sie, co powoduje powstawanie specyficznego ksztattu danego
biatka- réznej jego konformacji. Konformacja nazywa sie przestrzenne utozenie atomow
w strukturze, tak wiec w przypadku biatek wyrédznia sie ich 4 struktury: strukture I, II, III
i IV-rzedowa [2], [5].

Struktura pierwszorzedowa okreslana jest jako liniowa sekwencja aminokwasow, ktore potaczone sg
wigzaniami peptydowymi. Struktura II-rzedowa przedstawiana jest jako regularne pofatdowanie
regionow tancucha polipeptydowego. Najczesciej wystepujacym pofaldowaniem jest a helisa
i struktura p. Struktura IlI-rzedowa z kolei dotyczy przestrzennego utozenia aminokwaséw, zaréwno
odlegtych w sekwencji liniowej jak i tych, ktore ze soba sasiaduja. Struktura IV-rzedowa dotyczy
biatek, ktore posiadaja wiecej niz jeden tancuch polipeptydowy (np. hemoglobina). Jest to najwyzszy
poziom organizacji biatka. Struktura IV-rzedowa dotyczy przestrzennego utozenia polipeptydowych
podjednostek, a takze oddzialywan miedzy nimi, ktérymi moga by¢ m.in. wigzania kowalencyjne badz
oddziatywania niekowalencyjne [2], [3].

Z wykorzystaniem krystalografii rentgenowskiej mozliwe jest zanalizowanie struktury drugo-
i trzeciorzedowej biatka. W technice tej promienie X kierowane sa na krysztat danego biatka oraz na
jedna z jego pochodnych, ktéra dodatkowo zawiera jon metalu ciezkiego. Wtedy to, emitowane
promienie ulegaja rozproszeniu w sposob, ktory jest zalezny od gestosci elektronéw w réznych
czesciach czasteczki biatkowej. Uzyskane na btonie fotograficznej zbiory plamek dyfrakcyjnych (po
wywotaniu btony), sa nastepnie ttumaczone na tzw. mapy rozktadu gestosci elektronowej. Po
natozeniu takiej mapy na druga przez krystalografa, pozwala na skonstruowanie wiarygodnego
modelu danego (badanego) biatka [3].

Krystalografia rentgenograficzna pomimo, iz jest metoda droga a dodatkowo czasochtonna,
pozwolila na ujawnienie szczegétowych i co najwazniejsze precyzyjnych obrazéw, usytuowania
wszystkich aminokwaséw w wielu biatkach [3].
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Do zbadania czwartorzedowej struktury biatek bardzo czesto stosuje sie metody fizyczne, ktore
opieraja sie na okresleniu liczy i rodzaju obecnych w biatkach protomerow, a takze polozenia
wzgledem siebie oraz oddzialywan miedzy nimi zachodzacych [3].

W sktadzie pierwiastkowym biatek wyrdznia sie ok. 50-55% wegla, 6,6-7,3% wodoru, 15-19% azotu
oraz 19-21% tlenu. W zaleznosci od budowy czasteczkowej biatek, réznia sie one znacznie
wtasciwosciami fizycznymi, chemicznymi a takze biologicznymi [4].

Masa czasteczkowa biatek waha sie w granicach od 10 000 do wielokrotnosci miliona, co zalezy od
rodzaju biatka , jego sktadu a takze wystepowania. Ponadto biatka moga przyjmowac rézne ksztalty:
od kulistych az do formy widkienkowej, co tez wiaze sie z tym, ze cechuje je nietrwatos¢ budowy oraz
bardzo duza wrazliwo$¢ na czynniki fizyczne i chemiczne. Tak wiec, mozliwe jest roztozenie
czasteczki biatka do aminokwasow, w wyniku zastosowania np. hydrolizy (kwasowej, zasadowej lub
enzymatycznej) [4].

Biatka dzieli sie na biatka proste, zbudowane tylko z aminokwasdw, oraz na bialka ztozone, ktore
dodatkowo zawieraja nieaminokwasowe. Wsrod zwigzkow nieaminokwasowych w budowie biatek
wyroznia sie hem, pochodne witamin czy lipidy [3].

Biatka pelnia bardzo wazna role zaré6wno w budowie jak i w czynnosci komdrki, w zwiazku z czym
bardzo szeroko stosuje sie analize niektorych biatek w diagnostyce réznych chordb. Ze wzgledu na
rézne wlasciwosci i charakterystyczne cechy danego biatka, stosuje sie podzial biatek np. na
podstawie ich rozpuszczalnosci, ksztattu, czy wtasciwosci chemicznej [3].

W celu izolacji okreslonych biatek nalezy dobraé¢ odpowiedni material, z ktérych beda one
pozyskiwane. Tak wiec, najkorzystniejszym zrédiem biatka jest material, ktory zawiera jak najwiecej
izolowanego biatka, ktére da sie otrzymac¢ w formie stabilnej w roztworze. Ponadto, dany materiat
powinien by¢ tani by nie ponosi¢ dodatkowych kosztéow i ubogi w zanieczyszczenia, co drastycznie
skraca cala procedure izolacji i oczyszczania biatek [5].



Coraz bardziej znang metoda uzyskiwania pozadanych biatek, jest ich namnazanie(produkcja)
w komérkach bakteryjnych, drozdzowych czy w hodowlach komoérek ssaczych. Tak otrzymywane
biatka okreslane sa mianem biatek rekombinowanych. Gtéwna zaleta tej drogi otrzymywania biatek
jest mozliwos$¢ otrzymywania ich bardzo duzej ilosci [5].

W celu izolacji bialek wykorzystuje sie okreslone metody, ktore pozwalaja na wyodrebnienie danego
biatka z komorki (z duza wydajnoscia), a jednoczesnie na zachowanie jego charakterystycznych
wlasciwosci. Tak wiec stosowane metody izolacji bialek musza zachowywac ich aktywnosc¢
enzymatyczng, czy strukture. Plesnie, drozdze oraz komorki roslinne posiadaja $ciane komodrkows,
ktéra jest dodatkowym utrudnieniem podczas izolacji biatek. Sciana jest odporna na lize, przez co
uniemozliwia izolacje nie tylko bialek, lecz takze innych sktadnikéw komoérkowych [7].

W trakcie izolacji biatek wykorzystuje sie typowa procedure, na ktora skladaja sie nastepujace etapy:

1) Przemycie masy komorkowej (z ktorej ma by¢ izolowane biatko) w celu usuniecia pozostatosci
pozywki lub innych komoérek - np. krwi (w przypadku tkanek)

2) Liza komorek

3) Oddzielenie frakcji komérkowych od siebie (tj. rozdziat frakcji bton komdérkowych, biatek
rozpuszczalnych oraz frakcji nierozpuszczalnej) [7].

Pod wzgledem wydajnosci jednym z najwazniejszych punktow catej izolacji jest etap dezintegracji
komorek, przeprowadzany kilkoma réznymi metodami [7].

Homogenizacja [1], [7].

Homogenizacja jest jedna z najczesciej stosowanych metod dezintegracji miekkich tkanek
zwierzecych. Przeprowadza sie ja w roznych typach homogenizatoréw, w zaleznosci od tkanki. Caly
proces homogenizacji przebiega w obnizonej temperaturze ( od 0-4°C), wraz z dodatkiem inhibitoréw
proteaz komérkowych. Inng metoda jest bonifikacja- stosowana do dezintegracji bakterii np.
Escherichia coli, oraz komoérek zwierzecych np. mézgu. Sonifikacja wykorzystuje fale kawitacji
wywolane w roztworze przez ultradzwieki, w wyniku czego dochodzi do mechanicznego uszkodzenia
uszkodzenia Sciany komodrkowej. Jedna z gtownych wad tej metody jest to, ze ilos¢ uzytych komorek
nie moze przekraczac ok. 1 g na cykl, konieczne jest takze chlodzenie zawiesiny komorek w trakcie
wykonywania  sonifikacji [1], [7].

Rownie czesto stosowane jest ucieranie komoérek z substancjami $ciernymi, najczesciej
wykorzystywane do rozbijania komorek organizméw jednokomoérkowych. Jest to metoda mato
kosztowna, wymagajaca do uzycia prostego sprzetu i tanich odczynnikéw (tj. mozdzierza, piasku lub
obojetnego tlenku glinu). Dodatkowo metoda pozwala na dezintegracje nawet 30 g na cykl.
Ulepszeniem metody ucierania jest dezintegracja z kulkami szklanymi, ktére powoduja uszkodzenia
$ciany komdrkowej podczas wytrzasania. Najczesciej stosowana jest rowniez do organizmow
jednokomoérkowych- w tym dla drozdzy. Z wykorzystaniem enzyméw trawiennych mozliwa jest
degradacja sktadnikow $ciany komoérkowej, w wyniku czego otrzymuje sie komdrki pozbawione
Sciany tj. tzw. protoplasty. Jezeli pracujemy na bakteriach uzywa sie lizozymu, ktory trawi bakteryjne
peptydoglikany, z kolei dla drozdzy wykorzystywana jest zymolaza (glukanaza), tj. enzym trawiacy
glukan-  gtéwny  sktadnik $ciany komérkowej  drozdzy [7].

W przypadku komérek bedacych w hodowli tkankowej czesto stosowana metoda jest liza
detergentami, gdy uzywa sie niewysokich stezen detergentow, wtedy liza zachodzi bardzo
zachowawczo w stosunku do witasciwosci izolowanych biatek. Wsréd najczesciej stosowanych



detergentéw wyroznia sie m.in. Triton X-100 NP-40, dodecylan sodowy, siarczan sarkozylu i inne.
Ponadto niekiedy stosuje sie lize za posrednictwem rozpuszczalnikéw organicznych. Jednakze
metoda ta jest ograniczona do lizy komorek bakterii na saczkach, ktére nastepnie maja by¢
inkubowane z przeciwciatami lub z sondami DNA [1],[7].

Do lizy czerwonych komorek krwi tj. erytrocytéw badz protoplastow (tj. komoérek pozbawionych
Sciany komorkowej) uzywa sie z kolei szoku osmotycznego. Komorki sa wrazliwe na szok osmotyczny,
kiedy przetrzymywane sa w roztworach hipotonicznych, czyli takich, ktérych cisnienie osmotyczne
jest mniejsze niz w cytoplazmie. Niektorzy stosuja takze zamrazanie i nastepnie rozmrazanie
komorek, poniewaz wzrost objetosci zamarzajacej Woy- znajdujacej sie w cytoplazmie (a takze
powstajace w wyniku zamrazania krysztaly lodu), powoduja uszkodzenia Sciany i blony komdrkowe;.
Wada metody jest koniecznos¢ ochrony biatek przed uwolnionymi gtéwnie z lizosoméw enzymami
proteolitycznymi [1],[7].

W wyniku dziatania na komorki okreslonych detergentéw dochodzi do uszkodzenia podwdjnej
warstwy lipidowej, czego skutkiem jest uwolnienie do roztworu biatek btonowych. Peryferyjne biatka
blonowe moga by¢ usuniete na skutek dezintegracji dwuwarstwy lipidowej. Dokona¢ tego mozna
przez przemywanie bton roztworem, charakteryzujacym sie duza sita jonowa (np. 1 M NacCl
o wysokim pH). Dzieki temu na skutek zerwania oddziatywan jonowych i wodorowych biatka
peryferyjne przytrzymywane sa na powierzchni btony [1].

Izolacja bialek komérkowych [10].

W przypadku, gdy dysponujemy zamrozonymi komdrek, przed przystapieniem do izolacji z nich
biatek komérkowych nalezy poddac¢ je rozmrozeniu na lodzie, po wczesniejszym dwukrotnym
przeptukaniu osadu roztworem PBS. Rozmrozony osad nalezy nastepnie zawiesi¢ w roztworze
Laemmli’ego (tj. 4% SDS, 20% glicerol, 120 mM Tris-HCl o pH=6,4). Kolejnym etapem jest poddanie
probki konikowaniu 2x po 15 sekund, po czym prébke nalezy zwirowaé¢ (12000 obr./min, 5 minut).
Tak przygotowana probke nalezy — przechowywa¢ w -20°C [10].

Precypitacja (stracanie) bialek za pomoca acetonu [8].

Do stracenia bialek za pomoca acetonu nalezy uzywac¢ zawsze okreslong ilos¢ lizatéw komorkowych (
np. 50ug biatka lub odpowiadajaca mu ilo$¢ komoérek w buforze do lizy komorek), po czym nalezy
doda¢ co najmniej 5 objetosci zimnego acetonu. Probki z acetonem poddaje sie inkubacji w -20°C
przez 30 minut, co 5 minut odwracajac probéwki. Po czasie inkubacji prébki wiruje sie (15000
obr./minute, 5 minut, 4°C). Powstaty po wirowaniu supernatant odrzucamy, a probéwki pozostawia
sie do wyschniecia (ok. 1 minuty). Wytracone biatko (biaty osad) zawiesza sie w buforze SB (tj. 1,51 g
Trizma, 20 ml glicerol, 35 ml dH20, po zmieszaniu roztwdr nalezy doprowadzi¢ za pomoca HCI do
pH=6,8, a nastepnie doda¢ do niego 4 g SDS, 10 ml B-merkaptoetanolu oraz 0,002 g bromofenolu
blue, a na koniec dopemic¢ roztwoér do 200 ml i przechowywaé¢ w -20°C), po czym inkubuje sie
probéwki w 100°C przez 5 minut. W celu przechowywania probki nalezy umiesci¢ w -20°C [8].

Izolacja bialek komorkowych- lizaty komorkowe [9].

Komorki z ktérych ma by¢ izolowane biatko nalezy zwirowa¢ w temperaturze pokojowej (1400 x rpm,
5 minut), po czym przeptukac otrzymany osad komoérek 2 razy za pomoca zimnego PBS. Po ptukaniu
PBS delikatnie sie usuwa znad osadu, a dalej dodaje sie zimny bufor lizujacy, ktéry zwiera swiezo
dodane inhibitory proteaz (bufor lizujacy tj.: 1ml NP40, 15 ml 1M Na, 4 ml 500 mM Tris-HCl
o pH=7.4, 5ml 100 mM NaF, 5 ml 100 mM NaPP, 5 ml 100 mM EDTA, 5 ml 100 mM EGTA, przyg.
bufor nalezy przechowywac w 4°C a przed uzyciem nalezy doda¢ do niego $wieze inhibitory proteaz



i fosfotaz ). Nalezy stosowac nastepujacy przelicznik : 1 ml buforu/ 10 x 1 000 000 komorek
rosnacych w zawiesinie. Po dodaniu buforu lizujacego komorki poddaje sie inkubacji na lodzie przez
30 minut, komoérki nalezy mieszaé co 5 minut. Nastepnie, lizaty komorkowe wiruje sie (10 000 x rpm,
5 minut, 4°C) co ma na celu usuniecie niezlizowanych komérek i jader komérkowych. Otrzymany
nasacz przenosi sie do nowych probéwek, a na koncu oznacza sie w nim zawartos¢ wyizolowanego
biatka [9].

Dializa [53].

Jest metoda usuniecia z wodnego roztworu wszelkich zwigzkéow drobnoczasteczkowych w tym np.
soli, aminokwasow czy nukleotydéw. Dializa jest metoda opcjonalng oczyszczania otrzymanych
biatek. Caly proces polega na przechodzeniu przez poélprzezroczysta btone czasteczek, ktorych
wielkos$¢ jest mniejsza niz pory w zastosowanej btonie. Tak wiec czasteczki mniejsze przechodza do
specjalnego roztworu znajdujacego sie na zewnatrz woreczka, z kolei czasteczki wieksze sa
zatrzymywane w roztworze, poniewaz nie moga one przej$S¢ przez pory btony. W zwiazku z tym
w woreczku zatrzymywane sa czasteczki biatek badz kwaséw nukleinowych [5].

Przechodzenie przez blone (np. blone celulozowa) trwa az do momentu wyréwnania stezenia danego
zwiazku drobnoczasteczkowego po obu stronach blony. Proces dializy mozna przyspieszy¢ dzieki
zastosowaniu statego mieszania, badZ wymiany roztworu na zewnatrz woreczka dializacyjnego [5].

Wytracanie bialek z roztworu- wysalanie [6].

Wysalanie polega na wytracaniu biatek z roztworu za pomoca wysokich stezen soli, procesowi temu
ulegaja biatka rozpuszczalne w wodzie. W tym celu uzywa sie soli, ktérych jony tatwo tworza
wodziany, przy czym zjawisku temu sprzyjaja aniony tatwo tworzace wiazania wodorowe lub
charakteryzujace sie duza elektroujemnoscia. Zjawisko wysalania zachodzi, poniewaz sole wiazace
wode powoduja pozbawienie biatka ptaszcza wodnego, dzieki czemu sprzyjaja asocjacji biatek
w wieksze agregaty, co z kolei powoduje ich wypadanie z roztworu, poniewaz maja one zmniejszona
rozpuszczalnos¢. Stezeni soli jakie jest potrzebne do wysolenia biatek zalezy od kilku czynnikdw,
w tym od witasciwosci samych biatek, a takze od pH srodowiska [6].

Do wysalania zazwyczaj stosuje sie takie sole jak m.in. Na2S04 czy MgSO4. Nalezy zaznaczyc¢ , ze
wysalanie biatek jest procesem odwracalnym, tzn. Ze po usunieciu okreslonej soli z roztworu
wytracone biatko ulega ponownemu rozpuszczeniu i wykazuje swoje biologiczne wlasciwosci.
Wysalanie stosowane jest do wstepnego frakcjonowania bialek, rowniez tych osocza, przy czym
z 0socza wytraca sie fibrynogen przy 25% nasyceniu siarczanem amonu, z kolie albuminy i globuliny
wytracaja sie przy dopiero 80% nasyceniu siarczanem amonu [6].

W celu przeprowadzenia wysalania biatek osocza, nalezy odmierzy¢ do 2 probéwek po 2,1 ml osocza,
wczesniej rozcienczonego 5x pltynem fizjologicznym. Do pierwszej probowki dodaé¢ 0,7 ml
nasyconego roztworu (NH4)2S0O4 do koncowego nasycenia rownego 25%, z kolei do drugiej
probowki 2,1 ml nasyconego roztworu (NH4)2S04 do koncowego nasycenia rownego 50%.
Nastepnie, zawartos¢ probowek doktadnie wymieszac, wytracony osad (biatko) odwirowac¢ ( 3000
obr./minute, 10 minut), otrzymany po wirowaniu nadsacz zdekantowac, z kolei do osadu biatek
dodawa¢ wode destylowana, az do momentu rozpuszczenia osadu [6].
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