2. ANALIZA JAKOSCIOWA AMINOKWASOW.
ANALIZA JAKOSCIOWA I ILOSCIOWA BIALEK

2.1. Analiza jakosciowa aminokwasow

Sposréd okolo 200 aminokwasow wystepujacych w przyrodzie jedynie 20 stanowi
budulec bialek. Aminokwasy spelniaja tez inne funkcje lub sa prekursorami w synte-
zie zwigzkéw istotnych dla zycia. Na przyklad glicyna jest prekursorem w syntezie
porfiryn; glicyna, glutamina i kwas asparaginowy — w syntezie puryn, a glutamina
i kwas asparaginowy takze w syntezie pirymidyn. Glicyna, kwas glutaminowy, kwas
asparaginowy a takze GABA (kwas y-aminomaslowy, produkt dekarboksylacji kwasu
glutaminowego) sa neuroprzekaznikami. L-DOPA (L-3,4-dihydroksyfenyloalanina),
produkt hydroksylacji tyrozyny jest prekursorem w syntezie innych neuroprzekazni-
kéw: dopaminy i adrenaliny. S-adenozylometionina jest donorem grup —CH; w wielu
reakcjach metylacji zachodzacych w komoérce. Warto pamietaé o cytrulinie i ornity-
nie — dwoch aminokwasach cyklu mocznikowego; ornityna jest takze prekursorem
poliamin (putrescyny, spermidyny, sperminy). Arginina jest substratem w syntezie
tlenku azotu — najmniejszej czasteczki regulatorowej w organizmie. Trijodotyronina
i tyroksyna (hormony tarczycy) — to takze aminokwasy — pochodne tyrozyny.

Z wyjatkiem proliny (iminokwas) wszystkie aminokwasy bialkowe s3 a-amino-
kwasami (tzn. grupa aminowa wystepuje przy atomie wegla o). Oprocz glicyny —
nieaktywnej optycznie, wszystkie sa stereoizomerami szeregu konfiguracyjnego L.
Poza grupg aminowa i karboksylowa kazdy aminokwas ma charakterystyczna dla
siebie reszte aminokwasowg (R). Ze wzgledu na podobiefistwo wlasciwosci chemicz-
nych mozna podzieli¢ reszty aminokwasowe na 4 grupy:

1. Hydrofobowe (wystepuja w: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Met, Phe, Trp, Pro);

2. Hydrofilowe, obojetne (wystepuja w: Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, Gln);

3. Hydrofilowe, kwasne (wystepuja w: Asp, Glu);

4. Hydrofilowe, zasadowe (wystepuja w: Lys, Arg, His).
W roztworach wodnych aminokwasy sa zwigzkami amfoterycznymi, tzn. w zalezno-
Sci od pH roztworu moga zachowywac sie jak kwas (oddawaé protony) lub zasada
(przyjmowa¢ protony). W Srodowisku kwasnym aminokwasy wystepuja w formie
bogatej w protony (grupa karboksylowa: —COOH, a grupa aminowa: —NH;*). Gdy
pH sSrodowiska bedzie wzrastaé, to najpierw grupa —COOH, a pézniej grupa —NH,*
beda oddawaé protony. W srodowisku zasadowym grupa karboksylowa aminokwasu
bedzie wystgpowala w formie —COOQ-, a grupa aminowa w formie —NH,. Dla kazdego
aminokwasu istnieje taka wartos¢ pH, przy ktorej aminokwas znajduje sie¢ w formie
elektrycznie obojetnej. Te wartos¢ pH nazywamy punktem izoelektrycznym (pI). Nie
znaczy to, ze gdy pH roztworu jest rowne pl aminokwasu, to ani grupy karboksylowe,
ani grupy aminowe nie sa zjonizowane, lecz ze s3 zjonizowane w takim stopniu, ze
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wypadkowy ladunek aminokwasu wynosi zero. W przypadku aminokwas6w posiada-
jacych niejonizujgce reszty aminokwasowe (R) — aminokwas wystepuje wowczas
w formie jonu obojnaczego (—COO-; —-NH,*).

Aminokwasy roznia sie znacznie rozpuszczalno$cia w wodzie, najtrudniej roz-
puszczalne s3 aminokwasy hydrofobowe. Aminokwasy bialkowe nie pochlaniaja
$wiatla widzialnego (sa bezbarwne), natomiast trzy aminokwasy aromatyczne po-
chlaniaja §wiatlo ultrafioletowe (gléwnie tyrozyna i tryptofan; maksimum absorpcji
przy 280 nm), co wykorzystuje sie przy ilosSciowym oznaczaniu zaréwno tych amino-
kwasow, jak i wiekszo$ci bialek.

Aminokwasy wolne oraz koficowe aminokwasy peptydow i bialek reaguja z roz-
nymi zwigzkami poprzez grupy o-aminowg i a-karboksylowa, dajac szereg reakcji
charakterystycznych dla tej grupy zwigzkéw. Obecno$c specyficznych grup bocznych
(wchodzacych w sklad reszt aminokwasowych) pozwala na wykrywanie i iloSciowe
oznaczanie niektérych aminokwasow na podstawie swoistych dla nich reakecji barw-
nych (np. dla aminokwaséw aromatycznych, histydyny, tryptofanu, argininy czy cy-
steiny).

ZAGADNIENIA DO OPRACOWANIA:

e Budowa, podzial, wlasciwosci chemiczne i fizyczne aminokwaséw (student
powinien umie¢ narysowaé wzory 20 aminokwasow bialkowych oraz cytruliny

i ornityny).

e Funkcje aminokwaséw w organizmie.

e Peptydy i bialka, wlasciwosci chemiczne i fizyczne, wigzanie peptydowe (stu-
dent powinien umie¢ narysowa¢ wskazany di- i tripeptyd).

e Struktura przestrzenna bialek.

e Rozpuszczalnoéé i wysalanie bialek.

¢ Denaturacja i renaturacja bialek.

¢ Funkgje biologiczne peptydéw (m.in. glutationu, hormonow peptydowych).

¢ Funkgje biologiczne bialek, biatka proste i zlozone (przykiady).

e Zasady wszystkich wykonywanych na ¢wiczeniach oznaczen.

2.1.1. Reakcja ninhydrynowa

ZASADA:

Aminokwasy ogrzewane z roztworem ninhydryny (wodzian triketohydrindenu) ule-
gaja dekarboksylacji i oksydatywnej deaminacji. W reakcji tej powstaje aldehyd
ubozszy o jeden atom wegla od aminokwasu, amoniak oraz dwutlenek wegla, a nin-
hydryna zostaje zredukowana do hydrindantyny. Czasteczka hydrindantyny laczy sie
z amoniakiem i czasteczka ninhydryny dajac niebieskofiolkowy zwigzek tzw. purpure
Ruhemanna. Intensywno$é powstalej barwy jest proporcjonalna do zawartosci wol-
nych grup a-aminowych w prébce. Prolina i hydroksyprolina, aminokwasy, ktére nie
zawieraja grupy a-aminowej, daja z ninhydryna kompleksy innego typu, o barwie
z6ltej. Reakcja ninhydrynowa pozwala na ilo§ciowe oznaczenie aminokwaséw. Nale-
zy jednak pamietaé, ze reakcja ninhydrynowa jest specyficzna nie tylko dla aminok-
wasow, ale i dla innych zwigzkow zawierajgcych pierwszorzedowg grupe aminows.
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Barwny produkt reakcji z ninhydrynga daja wiec rowniez m.in. peptydy, biatka, a na-
wet sole amonowe i amoniak.

WYKONANIE:

Do 1 ml 0,1% roztworu glicyny doda¢ 0,5 ml 0,1% roztworu ninhydryny w 50% eta-
nolu. Prébke ogrza¢ do wrzenia. Pojawia si¢ niebieskofiotkowe zabarwienie. Analo-
giczna probe przeprowadzi¢ dla 1% roztworu proliny. Porowna¢ wyniki.
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2.1.2. Wykrywanie aminokwasow aromatycznych.
Reakcja ksantoproteinowa

ZASADA:

Podczas ogrzewania ze stezonym kwasem azotowym aminokwasy aromatyczne ule-
gaja reakcji nitrowania dajac z6lto zabarwione pochodne nitrowe. Po zalkalizowaniu
powstaja pochodne intensywniej zabarwione.

WYKONANIE:

Do 0,5 ml 0,1% roztworu tyrozyny dodaé¢ 1 ml stezonego HNO, i lekko podgrzac.
Roztwér przyjmuje barwe z6lta. Po ozigbieniu zalkalizowa¢ probke 30% NaOH
(UWAGA: reakgcja silnie egzotermiczna).
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Pojawia sie zabarwienie z6ltopomaranczowe. Analogiczng probe przeprowadzic¢ dla
surowicy 10 x rozcieficzonej sola fizjologiczna (0,9% NaCl). Poréwnaé wyniki.

COOH COOH
H—C—NH3* H—C—NH3*
CH2 CHo
-2H20
+ 2HNO3 —»
02 NO2
H H

2.1.3. Wykrywanie uktadu indolowego.
Reakcja Adamkiewicza-Hopkinsa

ZASADA:

W Srodowisku stezonych kwasow nieorganicznych zwigzki zawierajace uktad indo-
lowy ulegaja kondensacji z aldehydami np. z aldehydem mréwkowym (reakeja Vois-
seneta) lub z kwasem glioksalowym (reakcja Adamkiewicza-Hopkinsa), tworzac
barwne kompleksy.

WYKONANIE:

Do 1 ml 0,5% roztworu tryptofanu doda¢ 1 ml roztworu kwasu glioksalowego i podwar-
stwi¢ jednym mililitrem stezonego H,SQ,. Na granicy faz tworzy sie¢ fiolkowy pierscien.
Analogiczna probe przeprowadzié dla 2% roztworu albuminy i 2% roztworu Zelatyny
(co to jest zelatyna?). Por6wnaé i na podstawie literatury wyjasnié wyniki.

(\':OOH COOH COOH
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CI;Hz ? CH2
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2.1.4. Wykrywanie ukfadu imidazolowego. Reakcja Pauli‘ego

ZASADA:
W srodowisku alkalicznym pierscieri imidazolowy histydyny ulega reakcji sprzegania
z jonem p-sulfobenzenodiazoniowym, tworzac pomaranczowy barwnik azowy.
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WYKONANIE:

Do 5 ml 0,5% kwasu sulfanilowego dodaé¢ 0,5 ml 0,5% roztworu NaNO,, chtodzac
probéwke w zimnej wodzie — powstaje roztwor soli diazoniowej. Zalkalizowaé roz-
twor za pomoca Na,CO, in subst., sprawdzajac pH roztworu papierkiem wskazniko-
wym, a nastepnie przeniesé po okoto 2,5 ml do probéwek zawierajacych: (1) 1 ml
0,5% roztworu histydyny, (2) 1 ml surowicy 10 x rozcienczonej sola fizjologiczna.
Tworzy sie pomararniczowe zabarwienie.

2.1.5. Wykrywanie uktadu guanidynowego. Odczyn Sakaguchi‘ego

ZASADA:

W obecnoéci bromianu (I) sodu lub potasu jako utleniacza, grupa guanidynowa argi-
niny tworzy z o-naftolem pomaranczowoczerwony barwnik. Prawdopodobny prze-
bieg reakcji i strukture powstalego zwiazku przedstawia ponizszy rysunek. Mocznik
stabilizuje utworzony barwnik.

WYKONANIE:

Do 2 ml 0,1% roztworu argininy dodaé¢ 2 ml 10% NaOH i kilka kropli 0,2% alkoholo-
wego roztworu a-naftolu. Wymiesza¢ energicznie, dodaé¢ 0,5 ml bromianu (I) sodu
i ponownie wymiesza¢. Dodaé 1 ml 40% mocznika dla stabilizacji pojawiajgcego sie
pomaranczowoczerwonego barwnika. Analogiczng probe przeprowadzié dla surowi-
cy rozcieficzonej 10 razy solg fizjologiczna.
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2.1.6. Wykrywanie grup tiolowych. Reakcja z nitroprusydkiem sodu

ZASADA:
Zwiazki zawierajace grupy tiolowe (-SH) tworzg z nitroprusydkiem sodu polaczenia
kompleksowe o czerwonofiolkowym zabarwieniu.

+I11 +I1
[Fe(CN)sNO]z' + NH; + R-SH — [Fe(CN)sNOS-R]J' + NH4*

WYKONANIE:

Do 1 ml $wiezo przygotowanego 0,1% roztworu cysteiny dodaé¢ 1 ml 1% roztworu ni-
troprusydku sodu. Nasyci¢ roztwér siarczanem amonu i powoli dodawa¢ amoniaku
w celu zalkalizowania probki. Po osiggnieciu zasadowego odczynu pojawia sie czer-
wonofiolkowe zabarwienie. Analogiczng probe przeprowadzi¢ dla surowicy rozcien-
czonej 10 razy solg fizjologiczna.

2.2. Analiza jakosciowa i ilosciowa biatek

Biatka to bardzo réznorodna grupa zwiazkéw pelniacych w organizmie i w kazdej
zywej komoérce podstawowe funkcje. Stanowia substancje budulcowe, elementy kur-
czliwe, enzymy, hormony, czasteczki transportujace, receptory komorkowe, czynniki
wzrostu i réznicowania komorek, regulatory funkcji komérkowych, czynniki tran-
skrypcyjne, substancje odpowiedzialne za odpornosé organizmu, substancje zapaso-
we, toksyny i inne.

Bialka sg zwigzkami makroczasteczkowymi. Mogg by¢ zbudowane z jednego lub
kilku laficuchéw polipeptydowych zawierajacych od 100 do ponad 1000 aminokwa-
sow. Masy czasteczkowe bialek wyraza si¢ zwykle w daltonach (Da) lub kilodaltonach
(kDa) (1 kDa = 1000 Da; 1 Da = 1/12 masy izotopu wegla 2C). Masy czasteczkowe
bialek mieszczg sie w szerokich granicach — od kilkunastu tysiecy do kilku milionéw
daltonéw; np. masa czasteczkowa lizozymu wynosi 14 kDa; albuminy — 68 kDa;
a konektyny (tityny) — ponad 3800 kDa. Oprécz bialek prostych, zbudowanych je-
dynie z aminokwasdw, istniejg rowniez bialka zlozone, takie jak np. glikoproteiny,
lipoproteiny, metaloproteiny i chromoproteiny, zawierajace trwale wbudowany
skladnik niebialkowy: cukrowy, lipidowy, jon metalu lub naturalny barwnik. Opisu-
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jac budowe bialek wyro6znia sie kilka pozioméw organizacji ich struktury; méwimy
o strukturze pierwszorzedowej, drugo-, trzecio- i czwartorzedowej. Struktura pierw-
szorzedowa bialek to sekwencja aminokwasow w lancuchu polipeptydowym; se-
kwencje aminokwaséw w laficuchu polipeptydowym podajemy zawsze od N-korca.
Struktura drugorzedowa to rodzaj regularnego przestrzennego ulozenia lancucha
polipeptydowego. Struktura ta stabilizowana jest wigzaniami wodorowymi miedzy
grupami pochodzacymi z ré6znych wiazan peptydowych:
¢=O H_I%

Najczesciej opisywanymi strukturami drugorzedowymi s3a a-helisa i f-harmonijka.
Struktura trzeciorzedowa to przestrzenne ulozenie calego laricucha polipeptydowego.
Jest ona stabilizowana przez wzajemne oddzialywania bocznych reszt aminokwaso-
wych (oddzialywania wodorowe, oddzialywania elektrostatyczne, hydrofobowe,
mostki disiarczkowe i in.). Pojecie struktury czwartorzedowej dotyczy jedynie bialek
oligomerycznych czyli zbudowanych z kilku laficuchéw polipeptydowych (podjedno-
stek). Struktura ta okresla wzajemne polozenia poszczegdlnych laficuchéw polipep-
tydowych. Bialka oligomeryczne w zaleznosci od ilosci budujacych je podjednostek
mogg tworzy¢ dimery, trimery, tetramery itd; moga one sktada¢ sie z identycznych
podjednostek tworzac np. homodimery lub z calkowicie réznych lancuchéw polipep-
tydowych tworzac np. heterotrimery.

2.2.1. Ogoiny odczyn na biatka. Reakcja biuretowa (Piotrowskiego)

ZASADA:

Reakcja biuretowa jest charakterystyczna dla wigzan peptydowych, przy czym dajq ja
zwigzki posiadajace w czasteczce co najmniej dwa takie wigzania. Nazwa metody po-
chodzi od biuretu (dimocznika), najprostszego zwigzku spelniajacego ten warunek.
W $rodowisku zasadowym wiazanie peptydowe ulega tautomeryzacji i wystepuje
w formie enolowe;j.

0 o
Il |
C —_— C +

SINNT = NG
| |

H

jos}

Jony miedzi (Cu2+) ulegaja skompleksowaniu o
przez enolowe formy wiazan peptydowych, |
a w kompleksach takich jony miedzi tworza —
dwa wiazania jonowe z atomami tlenu oraz

R

=—N—CH—C=—N
. J/ .

cztery wigzania koordynacyjne z atomami /’?”’ H(|:—R

azotu. Kompleks ma barwe fioletowa. Cu?r |
79—

WYKONANIE:

Do 2 ml nierozcieczonej surowicy dodaé 2 ml ——CH——N=C—CH—N

10% NaOH i kilka kropli 0,5% CuSO,. IL cl)- IL

Pojawia sie fioletowa barwa. Wybierajac
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dowolny aminokwas sprawdzié, ze reakcja biuretowa daje z aminokwasami wynik
ujemny.

2.2.2. Wysalanie biatek osocza

ZASADA:

Wiekszo$¢ bialek dobrze rozpuszcza sie w wodzie lub w wodnych roztworach soli
o niskim stezeniu. Wynika to z faktu oddzialywania grup polarnych biatek z dipolo-
wymi czgsteczkami wody, dzieki czemu czasteczki biatek ulegaja hydratacji. Wysokie
stezenia soli powoduja jednak wypadanie bialek z roztworu. Zjawisko to, nazywane
wysalaniem bialek, wynika z tego, Zze jony dobrze rozpuszczalnych soli konkuruja
z czgsteczkami bialek o czasteczki wody. Poniewaz jony tych soli znacznie silniej od-
dzialuja z woda niz bialka, to odciggaja plaszcz hydratacyjny bialek powodujac wy-
tracenie ich z roztworu. Do wysalania bialek uzywa sie takich soli obojetnych, kté-
rych jony tworza hydraty, np. siarczanu amonu (NH,).SO,. Wysalanie bialek jest
procesem odwracalnym. Obnizenie stezenia soli w roztworze przez dodanie czystej
wody lub w wyniku dializy powoduje ponowne rozpuszczenie bialek. Biatka roznia
sie miedzy sobg rozpuszczalnoscia oraz podatnoscia na wysalanie, tzn. rzne biatka
ulegaja wysoleniu pod wplywem réznych stezen soli. Proces wysalania najlatwiej
przebiega w pH rownym punktowi izoelektrycznemu danego bialka (dlaczego?). Wy-
salanie stosuje sie czesto do wstepnego frakcjonowania mieszanin bialek, np. bialek
osocza. Przy 25% nasyceniu siarczanem amonu z osocza wysala sie gléwnie fibryno-
gen, przy 50% nasyceniu (NH,).SO, wysoleniu ulega wigkszo$¢ globulin (np. immu-
noglobuliny), a do wysolenia albumin i niektérych dobrze rozpuszczalnych globulin
(np. niektérych glikoprotein) wymagane jest 80% nasycenie (NH,),SO,. Zwr6¢ uwa-
ge, Ze procent nasycenia nie jest rowny procentowosci roztworu! Np. roztwor
(NH,).SO, 0 100% nasyceniu to roztwor 76,7% (w/o).

WYKONANIE:
Do 3 ponumerowanych probowek typu Eppendorf (o objetosci 2 ml) odmierzy¢ po
0,5 ml osocza i do poszczego6lnych probowek dodac:

nr 1: 0,17 ml nasyconego roztworu (NH,).SO, (koficowe nasycenie = 25%);

nr 2: 0,5 ml nasyconego roztworu (NH,),SO, (konicowe nasycenie = 50%);

nr 3: 1,5 ml nasyconego roztworu (NH,),SO, (koficowe nasycenie = 75%).
Zawarto$¢ probowek dokladnie wymieszaé i odwirowaé (3 min, 14 000 obr./min);
pamietac¢ o przygotowaniu 3 dodatkowych probowek przeciwwagowych zawieraja-
cych tyle wody, aby zréwnowazy¢ probowki nr 1, 2 i 3. Po zakonczeniu wirowania
poroéwnac ilosci osadow w poszczegolnych probowkach. Zdekantowaé (zla¢) nadsgcz
z probowki nr 2. Do osadu w probowce nr 2 (zawierajacego fibrynogen i globuliny)
dodawa¢ porcjami wode (po 100 pl) i rozpipetowywaé osad. Zaobserwowac przy ja-
kiej objetosci dodanej wody osad ulegnie calkowitemu rozpuszczeniu. Wyjaénié dla-
czego.
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2.2.3. Denaturacja biatek

ZASADA:

Struktura, jaka przyjmuje dane biatko w komérce (organizmie) i jaka umozliwia mu
pelnienie okre§lonych funkeji biologicznych nazywana jest natywna konformacja
bialka. Denaturacja bialek to naruszenie lub zniszczenie tej struktury, pociggajace za
soba utrate ich biologicznych aktywnosci (aktywnoéci enzyméw, hormonéw, bialek
transportujacych, czynnikéw wzrostowych i in.). Denaturacja bialek moze zachodzié
m.in. pod wplywem:

e wysokiej temperatury;

¢ mocnych kwaséw nieorganicznych (np. HNO,);

e mocnych zasad (np. NaOH). Stezone zasady powodujg denaturacje bialek —
wiekszo$é z nich pozostaje jednak w stanie rozpuszczonym w $rodowisku za-
sadowym. Zobojetnienie roztworu prowadzi do wytracenia zdenaturowanego
bialka;

e niektérych kwaséw organicznych (kwas trichlorooctowy, kwas sulfosalicylo-
wy, kwas pikrynowy, kwas fosforowolframowy). W pH nizszym od punktu
izoelektrycznego bialka obdarzone s3 ladunkiem dodatnim, niektore kwasy
organiczne tworzg z nimi nierozpuszczalne polgczenia;

e rozpuszczalnikow organicznych — np. alkohole, aceton (w temperaturze po-
kojowej);

¢ kationéw metali cigzkich (Fe2+, Fe3+, Hg2*, Pb2+). W pH wyzszym od punktu
izoelektrycznego biatka obdarzone s3 ladunkiem ujemnym, moga wiec re-
agowac¢ z kationami. Kationy metali ciezkich tworza z biatkami nierozpusz-
czalne kompleksy. Sole metali ciezkich stosuje si¢ niekiedy w preparatyce
bialek.

Zdenaturowane bialka s3 gorzej rozpuszczalne i czesto ulegaja wytraceniu z roztworu
(zwlaszcza w pH bliskim pl danego bialka). Wlasciwo$é te wykorzystuje sie do od-
bialczania probek (czyli do usuwania bialtka z probek), w ktérych chcemy badaé
zwiazki drobnoczasteczkowe lub z ktérych chcemy wyizolowac inne zwigzki. Do od-
bialczania probek osocza stosuje si¢ czesto kwas trichlorooctowy (TCA), a wytracone
biatko usuwa sie przez odwirowanie prébek.

2.2.3.1. Denaturacja cieplna bialek

WYKONANIE:

Do 1 ml surowicy rozcieficzonej 5 razy sola fizjologiczna doda¢ 1 krople 1% kwasu
octowego (wiekszo$é bialek osocza ma pI < 7,0) i ogrzewaé do wrzenia. Tworzy si¢
bialy klaczkowaty osad. Po dodaniu niewielkiej ilo§ci NaCl lub MgSO, osad staje sie
wyrazniejszy (dlaczego?).

2.2.3.2. Dzialanie stezonego HNO; (odczyn Hellera)

WYKONANIE:

Na 1 ml stezonego HNO, nawarstwi¢ ostroznie 0,5 ml surowicy rozcieficzonej 5 razy
sola fizjologiczng. W miejscu zetkniecia sie roztworow tworzy sie bialy pierscien zde-
naturowanego i wytrgconego biatka.
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2.2.3.3. Dzialanie kwasu trichlorooctowego (TCA)

WYKONANIE:

Do probéwki typu Eppendorf o objetosci 2 ml dodaé¢ 0,5 ml surowicy rozcieficzonej
5 razy solg fizjologiczna i 0,5 ml 10% roztworu kwasu trichlorooctowego. Zaobser-
wowaé wytracone kompleksy. Osad odwirowa¢ (3 min, 14 000 obr./min); nalezy
pamieta¢ o przygotowaniu prob6éwki zawierajacej 1 ml wody do zréwnowazenia
probki podczas wirowania. Zdekantowa¢ nasacz, a do osadu dodawa¢ porcjami wode
(po 400 pl) i rozpipetowaé osad. Czy osad ulega rozpuszczeniu? Poréwnaj proces
wysalania bialek i denaturacji z wytraceniem bialka.

2.2.4. Oznaczanie ilosciowe biatka metodq Lowry’ego

Do iloSciowego oznaczania substancji w probkach biologicznych stosuje sie najcze-
Sciej metody kolorymetryczne. W metodach tych reakcja chemiczna, w ktérej sub-
stratem jest badana substancja, daje barwny produkt pochlaniajacy $wiatlo o okre-
Slonej dlugosci fali. Zgodnie z prawem Lamberta-Beera stezenie badanej substancji
jest w pewnym zakresie stezen proporcjonalne do absorbancji prébki.

A=¢gxlxc

gdzie: A — absorbancja (zdefiniowana w podrozdziale 1.1), e — molowy wspélczynnik
absorpcji, 1 — grubos§é warstwy, przez ktéra przechodzi $wiatto, ¢ — stezenie molowe
substancji.

Oczywiscie warto$¢ absorbancji jest wprost proporcjonalna do stezenia substancji
wyrazonej takze w innych jednostkach (np. mg/ml, stezenie procentowe, itd.). Wzér
Lamberta-Beera mozna stosowa¢ w przypadku, gdy substancja, ktérej stezenie
chcemy oznaczyé pochlania $wiatlo o okreslonej dlugosci fali, a w probee nie znajdu-
ja sie inne substancje pochlaniajace swiatlo o tej samej dlugosci fali. Jesli natomiast
przeprowadzamy reakcje chemiczng, w ktérej bierze udzial badana substancja,
a barwny jest produkt tej reakcji, to wartos$é absorbancji zalezy nie tylko od stezenia
badanej substancji, ale takze od warunkéw reakeji. W takim przypadku stezenie sub-
stancji w probce okreslamy na podstawie krzywej wzorcowej obrazujacej zaleznoéé
pomiedzy absorbancja, a stezeniem produktu powstalego w wyniku reakcji barwnej.
Na przyklad, gdy chcemy oznaczy¢ stezenie bialka w probce, przygotowujemy krzywsa
wzorcowa, ktéra obrazuje zaleznos¢ absorbancji roztworéw od réznych stezen wzor-
cowego biatka (najczesciej albuminy wolowej), na ktérym przeprowadziliémy reak-
cje chemiczng. R6wnoczes$nie przeprowadzamy te sama reakcje w naszych prébkach.
Poniewaz reakcja zachodzila dokladnie w tych samych warunkach, stezenie biatka
w badanej prébce mozna odczytaé z krzywej wzorcowej. Poniewaz reakcje dla probek
krzywej wzorcowej i probek badanych prowadzi sie w tej samej objetosci, absorban-
cja probek bedzie proporcjonalna nie tylko do stezenia bialka w prébce, ale takze do
ilosci biatka w prébce. Czesto na osi odcietych zaznacza sie ilo§é substancji w probce
zamiast jej steZenia.

ZASADA:

Wigzanie peptydowe oraz aminokwasy aromatyczne reaguja z odczynnikiem Folina-
Ciocalteu, bedacego mieszaning kwasu fosforowolframowego i kwasu fosforomolib-
denowego, w Srodowisku zasadowym w obecnosci jonéw miedzi (II). Miedz zwigza-
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na z bialkiem oraz tyrozyna i tryptofan redukuja powyzsze kwasy do odpowiednich
tlenkéw. Metoda Lowry'ego pozwala na oznaczenie bialka nawet w stezeniu
50 pg/ml, jest wiec okoto 20 razy bardziej czula niz metoda biuretowa. Poniewaz po-
szczegblne bialka daja r6zne natezenie barwy z odczynnikiem Folina (np. trypsyna
daje trzy razy wieksze natezenie barwy niz zelatyna o tym samym stezeniu), nalezy
wiec do oznaczen stosowaé wlasciwe wzorce bialkowe. Gdy jest to niemozliwe (np.
gdy oznaczamy stezenie mieszaniny bialek w probce osocza, lizacie komérkowym czy
innym preparacie zawierajagcym rozmaite bialka) sporzadzamy krzywa wzorcowa
w oparciu o rozne stezenia albuminy, zdajac sobie jednak sprawe z tego, ze w ten
sposéb uzyskujemy przyblizone wartosci stezenia bialka. Trzeba pamieta¢ o tym, ze
fenole, nitrofenole a takze w mniejszym stopniu puryny i pirymidyny, kwas moczowy
oraz niektére detergenty reaguja z odczynnikiem Folina, zwiekszajac natezenie bar-
wy. Natomiast takie zwiazki jak ZnSO,, (NH,).SO,, CCl;COOH, HClO,, aceton, eta-
nol, sacharoza, zaleznie od stezenia obnizajg intensywnos¢ barwy.

WYKONANIE:

Na éwiczeniach studenci bedg oznaczaé stezenie bialka w surowicy wolowej. Ozna-
czenia ilo$ciowe nalezy wykonywaé w dwéch rownoleglych powtérzeniach. Oznacza-
jac stezenie jakiejkolwiek substancji nalezy pamietaé, ze krzywa kalibracyjna mozna
stosowa¢ tylko w tym zakresie, w ktorym jest ona prostoliniowa. Przy bardzo duzych
stezeniach badanej substancji dochodzi do utraty liniowosci zaleznosci absorbancji
od stezenia substancji. Nie mozna réwniez traktowa¢ jako rzetelne wynikow, wskazu-
jacych na stezenie substancji nizsze niz najnizsze stezenie substancji uzyte do spo-
rzadzenia krzywej kalibracyjnej.

WYKONANIE A (z uzyciem probowek i spektrofotometru):

Przygotowanie probek do krzywej kalibracyjnej: Przygotowac 13 probéwek. Do pier-
wszej doda¢ 0,3 ml wody (§lepa odczynnikowa). Do pozostalych probéwek (po dwie
dla kazdego punktu krzywej) doda¢ roztwor albuminy (o stezeniu 1 mg/ml) i wode
zgodnie z ponizsza tabelka:

Po dwie prob6éwki | Objeto$éé roztworu Objetosé

o numerach: albuminy wody
1 50 ul 250 ul
2 100 pl 200 pl
3 150 pl 150 pl -
4 200 pl 100 ul
5 250 ul 50 ul
6 300 ul o

Przygotowanie probek badanych: Rozcienczyé¢ surowice wolowa 100 razy (np. doda-
jac 10 pl surowicy do 990 ul wody); po rozcienczeniu probke dokladnie wymieszaé.
Do dwéch probéwek oznaczonych P1 dodaé po 150 ul rozcieficzonej surowicy i po
150 ul wody, a do kolejnych dwéch, oznaczonych P2, dodaé po 300 pl rozcieficzonej
surowicy.
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Wykonanie oznaczenia: Do wszystkich prébek (13 probek krzywej kalibracyjnej
oraz 4 probki badane) dodaé po 0,3 ml 1 M NaOH, a nastepnie 3 ml roztworu we-
glan-winian-CuSO, ($§wiezo przygotowanego przez studentéw — patrz ponizej: Od-
czynniki), wymieszac i pozostawi¢ na 15 min. Nastepnie doda¢ po 0,3 ml odczynnika
Folina z jednoczesnym energicznym wytrzasaniem, gdyz, choé redukcja kwasu fosfo-
romolibdenowego zachodzi szybciej przy pH okolo 10, w tych warunkach kwas ten
jest nietrwaly i ulega hydrolizie do kwasu fosforowego i molibdenowego. Po 30 min
odczytaé wartoSci absorbancji przy dlugosci fali 500 nm wobec préby kontrolnej
(Slepa odczynnikowa zawiera 0,3 ml H.O).

WYKONANIE B (z uzyciem mikroplytki testowej i czytnika do mikroptytek):
Oznaczanie stezen substancji z wykorzystaniem mikroplytek testowych pozwala na
zaoszczedzenie odczynnikow i czasu przeznaczonego na wykonanie oznaczenia.

Przygotowaé w dwoch kolejnych rzedach mikroplytki (np. rzedy A i B) rozciencze-
nia albuminy zgodnie z ponizszym schematem (gorny wiersz wskazuje liczbe pl roz-
tworu albuminy o stezeniu 1 mg/ml, dolny liczbe ul wody).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0 3 6 9 12 15 18 10 15 (o}
20 17 14 1 8 5 2 10 5 20
krzywa kalibracyjna — albumina (1 mg/ml) Pn Pr2 o

Rozcienczy¢ surowice wolowa 50 razy (np. dodaé 5 pl surowicy do 245 pl wody); do-
kladnie przepipetowaé roztwor. Do dwoch studzienek dodac po 10 ul rozcienczonej
surowicy (probka badana) i 10 pl wody, a do dwéch kolejnych studzienek dodaé po
15 ul rozcieniczonej surowicy i po 5 ul wody. Ostatnia para studzienek oznaczona na
rysunku symbolem @ stanowi $lepa odczynnikowa. Do wszystkich studzienek plytki,
w ktérych znajduja sie roztwory bialka lub Slepe odczynnikowe, doda¢ kolejno po
10 ul 1 M NaOH i po 100 pl roztworu weglan-winian-CuSO, (§wiezo przygotowanego
przez studentéow — patrz ponizej: Odczynniki) i zawarto$¢ studzienek wymieszaé
przez delikatne przepipetowanie (bez tworzenia babelkow). Inkubowaé plytke przez
15 min w temperaturze pokojowej. Nastepnie do wszystkich studzienek dodaé po 10
ul odczynnika Folina (dodajac odczynnik zawarto$é studzienek przepipetowaé). Za
kazdym razem nalezy zmieni¢ koficowke, aby nie zanieczysci¢ bialkiem odczynnika
Folina. Po 30 min zmierzyé¢ absorbancje probek na czytniku do mikroplytek przy
dtugosci fali 500 nm wobec proby kontrolnej (Slepa odczynnikowa zawierajaca 20 pl
H.O zamiast surowicy).

OPRACOWANIE WYNIKOW:

Obliczy¢ $rednia absorbancje probek ze sporzadzonych duplikatéw. Wykreslié¢ krzy-
wa kalibracyjng zalezno$ci absorbancji od zawartosci biatka w probce. Pamietaé, ze
istotnym punktem krzywej jest punkt o wspétrzednych (0, 0) — przy braku bialka
jakakolwiek barwa nie wynika z obecnosci bialka! Dlatego pomiaru dokonuje sie
wzgledem S$lepej odczynnikowej. Mozna réwniez zmierzyé absobancje wszystkich
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probek (1acznie ze §lepa odczynnikowa) wzgledem wody i odjgé wartosé absorbancji
uzyskang dla $lepej odczynnikowej od wszystkich pozostalych wartosci (dla Slepej
odczynnikowej, w ktorej stezenie bialka jest rowne 0, uzyskaliby$my wartosé o). Po
wykresleniu krzywej wzorcowej znalezé wzor opisujacy krzywa w jej odcinku prosto-
liniowym, a nastepnie obliczy¢ zawarto$¢ biatka w badanych prébkach lub odczytaé
zawarto$¢ bialka z wykre§lonej krzywej wzorcowej. Uwzgledniajac ilo§¢ surowicy
wzietej do badania oraz jej rozciericzenie obliczy¢ stezenie biatka w surowicy woto-
wej. Porownaé wynik z oczekiwanym (surowica wolowa powinna zawiera¢ 50—60 mg
biatka w jednym ml). Jesli uzyskany wynik odbiega od oczekiwanego, sprébowaé wy-
jaénié przyczyne rozbieznosci.

ODCZYNNIKI:

Do analizy aminokwas6w: wodne 2% roztwory albuminy i zelatyny w 0,9% NaCl;
0,1% wodny roztwér glicyny; 1% wodny roztwor proliny; 0,1% roztwor tyrozyny
w 0,1 M HCI; 0,5% roztwor tryptofanu w 0,1 M HCI; 0,5% wodny roztwoér histydyny;
0,1% wodny roztwoér argininy; 0,1% roztwor cysteiny w 0,1 M HCI; stezony H.SO,;
stezony HNO,; 30% NaOH; 10% NaOH; stezony NH, aq.; 0,1% roztwor ninhydryny
w 50% etanolu; kwas glioksalowy; 0,5% roztwor kwasu sulfanilowego w 2 M HCl;
0,5% roztwér NaNO,; Na,CO, in subst.; 1% wodny roztwér nitroprusydku sodu;
(NH,).SO, in subst.; 0,2% etanolowy roztwér a-naftolu; roztwor NaOBr: 0,62 ml
bromu rozpuscié w 100 ml 5% NaOH; 40% roztwor mocznika.

Do analizy bialek: 10% NaOH; 0,5% wodny roztwor CuSQ,; roztwdr nasycony
(NH,).SO,; 0,9% NaCl; 1% roztwor kwasu octowego; stezony HNO5;; MgSO, in
subst.; NaCl in subst.; 10% roztwor kwasu trichlorooctowego (TCA).

Odczynnik weglan-winian-CuSO, przygotowuje sie bezposrednio przed oznacze-
niem, mieszajac 1 ml 1% winianu sodowo-potasowego, 1 ml 0,5% CuSQO,i 98 ml 2%
Na,CO,.

Odczynnik Folina-Ciocalteu jest stosowany w stezeniu 1 M (przygotowywany przez
dwukrotne rozcieficzenie handlowo dostepnego roztworu 2 M).

MATERIALY I SPRZET LABORATORYJNY:

Do analizy aminokwasow: surowica lub osocze dializowane do 0,9% NaCl.
Do analizy bialek: surowica i osocze (niedializowane).

Wiréwka z rotorem na probowki typu Eppendorf, spektrofotometr, czytnik
mikroplytek.
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