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1. Saugaus darbo biochemijos laboratorijoje
pagrindinés taisyklés

1.1. Bendrosios taisykles

Prie§ pradedant dirbti biochemijos laboratorijoje, susipazistama su saugaus darbo
su cheminémis medziagomis, laboratoriniais prietaisais, darbo su mikro-
organizmais ir bandomaisiais gyviinais taisyklémis.

Darbo saugumas priklauso nuo Zmogaus, dirbancio laboratorijoje, asmeninés
atsakomybés.

Studentai, supaZindinti su saugaus darbo taisyklémis, pasiraSo Darbo saugos

zurnale.

Prie§ pradedami dirbti, studentai turi pasakyti déstytojui apie tam tikrus
sveikatos sutrikimus, (pvz. alergija, astma). Ligos gali paiiméti, atliekant
laboratorijoje tam tikrus bandymus.

2. Pagrindinés taisyklés

Laboratorijoje nedirbkite darby, tiesiogiai nesusijusiy su atliekama uzZduotimi.
Prie§ pradédami bandymus, biitinai issiaiSkinkite darbo atlikimo metodika ir
pradekite darba tik déstytojui leidus.

Nenaudokite cheminiy reagenty, ant kuriy pakuociy néra etikeciy. Darbo vietoje
turi biiti tik konkreciai uzduociai atlikti reikalingi reagentai ir prietaisai.
Centrifuguokite tik sulygsvarintus mégintuvélius (rotoriuje vienas pries§ kita
dedami lygaus svorio mégintuvéliai ) ir uzdare centrifugos dangti.

Nepalikite be prieziiiros degancio dujy degiklio ir veikianciy prietaisy.
Atsargiai dirbkite elektroforezés (baltymy ir nukleoriigi¢iy) aparatais. Jjungtii
elektros tinkla galima tik uzdengus dangti; elektroforezés metu nepilkite
buferinio tirpalo ir nelieskite.

Negalima siurbti skyscio | pipete burna, reikia naudoti gumines kriauses arba
specialius pipeciy antgalius.

Visada naudokite maziausia kenksmingos medziagos kiekj.

Draudziama pilti | kriaukles cheminiy reagenty ir organiniu tirpikliy atliekas,
mikroorganizmams auginti panaudotos mitybinés terpés liekanas. I Siuksliy déze
negalima iSmesti naudoty agarozés ir poliakrilamido geliu, Petri 1éksteliy su
bakteriju kolonijomis. Sios atliekos pilamos arba sudedamos i tam skirtus
konteinerius.
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. Higienos reikalavimai

Paltus ir striukes palikite drabuzinéje, o rankines, kuprines tvarkingai sudékite
tam skirtoje vietoje. Pageidautina, kad apsivilktumeéte laboratorinj chalata o
ilgus plaukus suri§tumeéte.

Laboratorijoje draudziama valgyti, gerti, rikkyti. Negalima uostyti arba ragauti
jokiy cheminiy medziagy.Prisiminkite, kad beveik visos cheminés medziagos
yra nuodingos!

Dirbti su ypac¢ kenksmingomis ir skleidZian¢iomis nemalony kvapa medziagomis
(pvz.,. fenoliu, chloroformu) reikia traukos spintoje ir biitinai uzsimovus
pirstines.

Darbus, kuriy metu gali buiti pazeistos akys, reikia atlikti su apsauginiais akiniais
ar kaukeémis.

Saugos priemonés

Visada prisiminkite, kad koncentruotos ragstys, jas skiedziant, visada pilamos
jvandeni, o ne atvirksciai!

Biikite atsargiis dirbdami su organiniais tirpikliais: beveik visi yra degis. Jy
negalima kaitinti atvira liepsna, nes kilus gaisrui sunku uZgesinti. Be to, tirpikliai
yra lakis ir nuodingi.

Laboratorijose naudojami stikliniai cheminiai indai, todél reikia dirbti atsargiai,
nes diiztantys stiklai gali suzaloti. Nenaudokite jskilusiy arba apliizin¢jusiais
kraStais indy.

Ypac atsargiai reikia naudoti stiklinius gyvsidabrio termometrus. Negalima
termometry naudoti vietoje stiklinés lazdelés reakcijos miSiniui maiSyti. Suduzus
termometrui ir i$sipylus gyvsidabriui, reikia nedelsiant pranesti laborantui arba
destytojui. Gyvsidabrj biitina surinkti.

Kaitinant arba virinant skys¢ius mégintuveliuose arba kolbose, jy angg reikia
nukreipti nuo saves ir $alia dirbanciy kolegy, o inda judinti, kol skystis tolygiai
iSyla. Negalima Zitiréti | kaitinamo indo turinj i§ virSaus. Saugokite akis!
Neliesti elektros prietaisy Slapiomis rankomis.

Laboratorijoje naudojami sveikatai kenksmingi

reagentai ir darbo ypatumai:

Akrilamidas — neurotoksinas, patekes pro oda, kaupiasi organizme. Sverti reikia
labai atsargiai, uzsidéjus kauke ir miivint pirStines. Poliakrilamido geliai néra
pavojingi.

Aktinomicinas D — antibiotikas, kancerogenas, gali sukelti alergija. Sverti ir
tirpinti tik uzsimovus pirStines, saugoti akis.
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* Ditiotreitolis (DTT ) — neurotoksinas.

* Etidzio bromidas — mutagenas, nuodingas. Su tirpalais, turinciais etidzio
bromido, dirbti tik mivint pirStines.

* Beta-merkaptoetanolis — neurotoksinas. Sj reagenta pilstyti tik traukos spintoje.
Saltame kambaryje reagenta reikia pilti labai atidziai ir greitai (skleidzia
nemalony kvapa).

* Fenolis - labai agresyvus, grauzia, gali sukelti sunkius nudegimus. Dirbti tik
mivint pirStines ir su apsauginiais akiniais. Ikvépus fenolio gary, gerti stiprig
kava arba arbata, kvépuoti 2% sodos tirpala.

* NDS (natrio dodecilsulfatas) — alergenas, sverti NDS tik uzsidéjus kauke ir
uzsimovus pirstines (labai lengvai dulka, pavojinga ikvépti).

* Trichloracto ir trifluoracto riigStys — agresyvios organinés rigstys, dirbti
uzsimovus pir§tines ir su apsauginiais akiniais.

6. Pirmoji pagalba nelaimingy atsitikimy atveju

* Prireikus naudotis pirmosios medicininés pagalbos vaistinéle.

* Isipjovus ar susizeidus stiklo Sukémis, atsargiai paSalinti i§ Zaizdos stiklo
gabaliukus, o jpjautg vieta patepti spiritiniu jodo tirpalu ir apristi.

* Apsideginus, oda Saldyti vandeniu, véliau pazeista vieta plauti 5% kalio
permanganato tirpalu ir patepti tepalu nuo nudegimo. Cheminiy nudegimy atveju
pazeista vieta gerai nuplauti $alto vandens srove, o apsideginus rigstimis plauti
2% NaHCO, tirpalu. Patekus riigStims j akis, taip pat skalauti 2% NaHCO,
tirpalu, o véliau labai atidziai skalauti vandeniu. Nedelsiant reikia kreiptis i
gydytoja!

* Nusideginus Sarmais, pazZeista vieta skalauti tekancia vandens srove, o véliau
plauti 2% acto arba boro riigities tirpalu. Sarmai ypaé pavojingi akims. Patekus
Sarmams i akis, reikia vandens srove 5-10 min. plauti aki, véliau skalauti 2%
boro rugsties tirpalu. Nedelsiant reikia kreiptis i gydytoja !

* Patekus ant odos fenoliui, trifluoracto, trichloracto rtgstims ar kitoms
agresyvioms, medziagoms, pazeista vieta nuplauti 40% etanoliu, patepti tepalu
nuo nudegimy ir apristi.
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2. Tirpalai ir jy ruosimas

2.1. Tirpaly koncentracijos reiskimo biidai

Tirpalas yra homogeniska sistema, sudaryta is tirpiklio (pvz., vandens) ir tirpinio.
Tirpaly savybeés priklauso nuo tirpiklio ir tirpinio santykio bei jy savybiy. Labai daznai
reikia nustatyti tirpalo koncentracija, t. y. paruosti tam tikros sudéties tirpala arba
nustatyti iStirpusios medZiagos kieki tirpale. Remiantis SI sistema, iStirpusios medZiagos
koncentracija reiSkiama mol X m=3, dimensija m=3. Tiesa, laboratorijoje Sis
koncentracijos reiSkimo biidas naudojamas retai. Daugiau jprasta vartoti nesisteminius
koncentracijos reiskimo vienetus.

2.1. lentelé. Nesisteminiai koncentracijos reiskimo budai

Zyméjimas Pavadinimas ir paaiskinimas

Cn Molialiné koncentracija — tirpinio moliy kiekis 1000 g tirpiklio
C Moliné koncentracija—- tirpinio moliy kiekis viename litre tirpalo

Cx N_[oli‘né fekvivaler‘ltq k'oncentracija — tirpinio ekvivalenty moliy

kiekis viename litre tirpalo

T Titras — tirpinio masé gramais, esanti 1 ml tirpalo

w Masés dalis (w/w) — tirpinio ir tirpalo masiy santykis

W% Masés dalies procentai (%w/w) — procentiné koncentracija — tirpinio

masé gramais, esanti 100 g tirpalo

Dazniausiai tirpalo koncentracija reiSkiama C, Cy ir wbudais.

Moliné koncentracija , C (mol I-!) vartojama bene daZniausiai, Zymima paprastais
skliaustais ir raide C (pvz., C(NaCl)) arba lauZtiniais skliaustais (pvz.[NaCl]). Molis —
bedimensis medZiagos kiekio matavimo vienetas. Tai medziagos kiekis, kuriame yra
6,022x10% (Avogadro konstanta) tos medziagos molekuliy. Sutarta kalbant apie
medziagos kieki, Zyméti ,,mol“ (bedimensis dydis). Rasant ,,M*, turima galvoje ne
medZiagos kiekis, o koncentracija — molis/litre. ,M* dimensija — [I"']. Taigi M = mol/l.
Naudotis molinés koncentracijos reiSkimo biidu paprasta tik Zinant tirpinio ,,moline
mase“, t.y. 6.03 x 10% tirpinio molekuliy mas¢. MedZiagos moliné masé zymima ,,M, “
ir matuojama gramais. Kartais ji pateikiama kaip santykiné moliné¢ mase ,,M,” . ,M_“ -
bedimensis dydis, kurio skaitine reikSme lygi ,M, “.
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Pavyzdys. Koks kiekis ir kokia masé(m) KClyra 5 ml SM KCl tirpalo?

1 litre SM KCl tirpalo yra iStirpusios 5 mol druskos, t. y. 1 ml — 5 mmol
druskos. Taiyra 5 ml tirpalo yra iStirpusios n =5 X 5=25 mmol KCl druskos.
M, (KCI) =74,54. m (KCl) =n M, =0,025 x 74,54 =0,11g.

Moliné ekvivalenty koncentracija (ckv I-1). IStirpusios medZiagos ekvivalenty moliy
skaicius viename litre tirpalo. Ekvivalenty molio mas¢ — elemento arba medziagos
mase gramais, skaitine reikSme lygi ekvivalentui. Ragsties ekvivalentas skaitine reikSme
lygus molinei riigsties masei, padalytai i§ vandenilio atomy skaiciaus riigsties molekuleje,
bazés — molinei bazés masei, padalytai i§ metalo valentingumo, druskos — molinei
druskos masei, padalytai i§ metalo atomy sai¢iaus ir metalo valentingumo sandaugos.

Pavyzdys. Kokskiekis HClir H,SO, yra 1ml $iy riigs¢iy 1IN tirpaluose?

HCl-vienprotoné rugstis, HCl g-ekv=M_ (HCl). Taigi 1 litre tirpalo yra
1 molis HCI, o 1 ml 1N HCl tirpale yra 1 mmol HCI .

H,SO, - dviprotoné riigstis, H,SO, g-ekv=M_ (H,SO,)/2 . Taigi 1 litre
tirpalo yra 0,5 molio H,SO,, 0 1 ml IN H,SO, tirpalo yra 0,5 mmol H,SO,

Masés dalies (procentiniai) tirpalai. Masés dalis gali biiti iSreikSta vieneto dalimis
(zymima w/w) arba procentais (Zymima %w/w):
_ Myirpinio

w%= x100%.

Myirpalo
Cia w% —masés dalis ($iuo atveju procentais).
Tirpinio mases dalj iSreiksti procentais daugiau jprasta nei vieneto dalimis. Procentai
rodo, kiek daliy sudaro tirpinys, jeigu visas tirpalas sudaro 100 daliy.

Pavyzdys. Kiek grynos acto riigsties yra 400 g tirpalo, kuriame acto
riigsties masés dalis yra 9%?

m (CH;COOH) = 9% X 400 g/100% = 36 g t. y. grynos acto riigsties —
36 g.

Norint paruosti 5% NaCl tirpala, reikia 5 g druskos iStirpinti 95 g vandens. Galima
pasverti 95 g vandens ir tirpinti druska arba paprasciausiai 5 g druskos tirpinti 95 ml
vandens (distiliuoto vandens tankis 1g/cm?, taigi /v/ = /w/, ¢ia v — vandens turis, w —
masé). Kartais 5% NaCl tirpalas ruoSiamas kitaip — 5 g NaCl iStirpinama mazame
vandens tiiryje (pvz., =80 ml), o véliau matavimo kolboje ar menziiroje tirpalo tiiris
papildomas iki 100 ml. Taip paruostas tirpalas skiriasi nuo pirmuoju biidu pagaminto.
Susitarta, kad pirmuoju biidu pagaminti tirpalai Zymimi w/w, o antruoju bidu —w/v. Tai
yra tirpalai, kuriy koncentracija iSreikSta masés dalies procentais, atsizvelgiant i
paruosimo biida, turéty biiti Zymimi %w/w arba %w/v. Kartais uzrasas %v/v rodo skysto
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tirpinio procenting tiirio dali. Taigi, jei ruoSiate tirpala, kurio koncentracija iSreikSta
tirpalo masés arba tiirio dalimis, nurodykite w/w, w/v arba v/v —t. y. paaiSkinkite, kaip
pagaminote tirpala. Jei ant tirpalo etiketés néra Siy Zenkly, daZniausiai daroma prielaida
(ne visada teisinga), kad tirpalo koncentracija %w/w.

Pavyzdys. Kaip pagaminti 10% w/w akrilamido (100g) , 10% w/v
sacharozés (100 ml) ir 10% v/v glicerolio (100 ml) tirpalus.

10% w/w akrilamido tirpalas ruoSiamas 10 g akrilamido iStirpinus 90 g
(90ml) vandens. 10% w/v sacharozés tirpalas ruoSiamas 10 g sacharozés
tirpinant vandenyje, véliau tirpalo tiiris papildomas iki 100 ml. 10% v/v
glicerolio tirpalas ruoSiamas 10 ml glicerolio tiirj praskiedziant iki 100 ml.

Kartais naudojami kiti nesisteminiai (w/v) koncentracijos reiSkimo biidai. ppm
(angl. parts per million) — milijoninés dalys, ppb (angl. parts per billion) — milijardinés
dalys. ppm ekvivalenti§kas uzrasui ug ml-! (10-%g ml!), t. y. 1,0 ppm tirpalo
koncentracija pug ml-! (1,0 X 10-g ml-*j*Analogiskai, ppb — milijardiné dalis, uzrasas
ekvivalentiskas ng mI-! (10 g ml1), t.y 1,0 ppb tirpalo koncentracija ng ml-! (1,0 X
102 gml!). Sie vienetai dazniausiai taikomi liepsnos fotometrijai, atominei absorbcinei
spektroskopijai, dujy chromatografijai —apibiidinant labai praskiestus tirpalus.

Tirpaly skiedimas. Skiedziant tirpalus, labai patogu atsiminti priklausomybe:
[C,]V,=[C,]V,; ¢ia C, ir C, — pradinio ir galutinio (praskiesto) tirpaly
koncentracijos, iSreikStos tais paciais vienetais, V, ir V, —§iy tirpaly turiai.

Pavyzdys. Kaip i§ 0,5 M NaCl 200 ml tirpalo pagaminti 0,1M NaCl
tirpalg?

0,5M X 200ml=0,1 M X V,; V,=1000 ml. Tai yra reikia 200 ml1 0,5 M
NaCl tirpalg atskiesti iki 1000 ml, kad jo koncentracija biity 0,1 M.

Pradiniai tirpalai (angl. stock solutions). Daznai tirpalai gaminami i§ kon-
centruotesniy tirpaly, juos tinkamai praskiedziant. Tai patogu, nereikia kiekvieng karta
i§ naujo ruosti tirpaly.

Pavyzdys. Atliekant PAGE-NDS elektroforeze, tiriami pavyzdZiai turi
biiti istirpinti tirpale, vadinamame baltymy denatiiravimo (pavyzdZio) buferiu.
Pavyzdzio buferio sudetis — 62,5 mM TRIS-HCI, pH 6,8; 2% NDS, 10%
glicerolio, 5% B-merkaptoetanolio ir 0,001% bromfenolio mélynojo.
Praktiskai ruoSiami 2 X, 3 X,...,6 X koncentruotesni pavyzdZio buferiniai
tirpalai, kuriuose visuy tirpalo sandu (TRIS, NDS, glicerolio, 3-mer-
kaptoetanolio) koncentracijayra2 X, 3 X,...,6 X didesné.
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Kokiu santykiu pavyzdZio buferis turi biiti sumaisytas su tiriamu méginiu,
jeigu vartosite 2 X, 3 X ir 6 X koncentruotesnius baltymy pavyzdZio buferinius
tirpalus?

Naudojant 2 X pavyzdzio buferj sumaiSoma 1:1 santykiu, t. y. imama
viena dalis pavyzdZzio buferio ir viena dalis tiriamo tirpalo, naudojant
3 X buferj sumaiSoma santykiu 1:2 (imama viena dalis pavyzdzio buferio ir
dvi dalys tiriamo méginio), naudojant 6 X pavyzdzio buferj sumaiSoma 1:5
santykiu (imama viena dalis pavyzdzio buferio ir penkios dalys tiriamo
tirpalo).

2.2 Tirpaly ruosimas, darbas su tirpalais

Ruo8dami tirpala, pasidomékite tirpinamos medziagos savybémis. Neatsargiai
dirbdami su tam tikromis medZiagomis, galite pakenkti sveikatai. Bendra taisykle —
visu medziagu tirpalai potencialiai kenksmingi — dirbkite atidziai ir susikaupe.
Ruosdami tirpalus laikykités Siy pagrindiniy taisykliy:
— visy medziagy tirpalus ruoskite iS turimy reagenty pasirinke geriausios kokybés,
$variausia reagenta;
— tirpalus gaminkite naudodami auksciausios kokybés vandeni, patartina dukart
distiliuota ir dejonizuota;
— esant galimybei, visi tirpalai sterilizuojami (autoklavuojama, jei tirpalo sandai
stabills kaitinant arba filtruojama pro 0,22 mm filtra).

Gaminant tirpalus, tenka sverti norimg reagento ar tirpiklio kiekj. Laboratorinés
svarstyklés skiriasi savo svérimo tikslumu ir svérimo riba. Svarstyklés, kuriy sverimo
tikslumas 0,0001 g, sverimo riba — 60 g, naudojamos sverti maziems medZiagos
kiekiams, dazniausiai iki 100 mg. Sveriant didesnius medziagos kiekius, naudojamos
svarstyklés, kuriy svérimo tikslumas yra 0,001 g, svérimo riba 100 g. Retsykiais, kai
reikia pasverti didesnius medziagy kiekius kaip 100 g arba maZesnius kaip 0,0001 g,
kreipkites j laborantg ar déstytoja.

Sveriant , X” g medziagos reikia:

— padéti ant svarstykliy tuscig talpa, kurioje bus sveriamas reagentas.

— nustatyti,,0".

— mentele ($varia ir iSkaitinta) jberti ,,X” g reagento.

Sunkumai sveriant :

— reagentas ,,susiguléjo”:

» UzkimSus reagento butelj ir stipriai supurcius, kartais pavyksta paSalinti
sunkumus.
* Mentele (Svaria ir iSkaitinta) susmulkinamas susiguléjes reagentas.
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—  reikia sverti lakias (NDS, bakterijy kultivavimo terpés) medziagas.

* Sverti traukos salygomis.

* Sverti uzsidéjus apsaugine kauke.

— sverimo metu reagentas iSbarstytas ant svarstykliy leksteles.

* negalima bandyti surinkti reagento atgal i talpa. Toks iSbarstytas reagentas
atsargiai nuémus svarstykliy Iékstele iSmetamas. Svarstykliy lekstele atsargiai
nuvaloma. Draudziama bandyti nuptisti iSbarstyta reagenta. Tai uztikrintas
biidas maza problema padaryti didziule.

2.3. Tirpaly tiirio matavimo priemonés

Dirbant su Zinomos koncentracijos tirpalais, svarbu tiksliai pamatuoti tirpaly tirj.
Tirpaly turiui matuoti priemones pateiktos 2.2 lenteléje.

2.2 lentele. Laboratorijoje naudojamos tirpaly tiirio matavimo priemonés

Tario dozavimo Tirpalo tiris, kurj Tikslumas Ar tinka kartotiniam
priemoné galima dozuoti dozavimui, ( +/ —)

Kolba, stikliné 25-5000 ml Mazas +
Matavimo cilindras 5-2000 ml Vidutinis +
Matavimo kolba 25-1000 ml Labai didelis +

Pipeté 1-100ml Didelis +
Automatinis tiirio 0,5-5000pul Labai didelis +
dozatorius

(pipetmanas)"

Svirkstas 0,5-20 ml Vidutinis +
Mikro§virkstas 0,5-50ul Labai didelis +
Svérimas>> Bet koks Labai didelis® -

1 — tikslumas labai didelis, jei dozuoti parinktas tinkamas prietaisas, taip pat jei jis tinkamai
naudojamas

2 — zinant tirpalo tanki (medZiagy tankiai nesunkiai randami Zinynuose ir/ar kataloguose),
galima apskaiCiuoti tirpalo tiirj (m=p XV, kur p — tirpalo tankis, m — tirpalo mas¢, V —
tirpalo taris)

3 — naudojant tinkamas svarstykles

Laboratorijoje naudojamos 3 risiy pipetés, pavaizduotos 2.1 pav. A. Atkreipkite de-
mesj j a) ir b) skirtumus. Pipetés (a) tiirio gradavimas nuo virSutinés zymés iki apatinés
padalos, pipeté (b) kalibruota nuo apacios iki virSutinés Zymés. Skystis i pipetes
isiurbiamas kriau$émis ir siurbliukais. Venkite traukti burna — tai nesaugu. Siurbliukai
gaminami keliy spalvy. Geltonu siurbliuku daugiausia galima jsiurbti 0,2 ml, mélynu —
2 ml, zaliu — 10 ml, raudonu — 25 ml skyscio. Persuktas siurbliuko sraigtas yra dazniausia
$iy patogiy jrankiy lizimo prieZastis.
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A B C

2.1 pav. Laboratorijoje skysc¢iu turiui paimti ir matuoti naudojami jrankiai.

A —pipetés: a) tiiris graduojamas nuo pipetés virSaus, baigiasi apatine padala; b) serologiné
pipeté — graduoti pradedama nuo pipetés apacios baigiama virSutine padala; ¢) nustatyto
tiirio pipete — tiirj rodo pipetés Zymé. B —skysciui imti naudojamos kriauses ir C —siurbliukai.

Siuo metu laboratorijose daZniausiai dirbant su vandeniniais tirpalais naudojami
automatiniai dozatoriai (pipetmanai).

Atsiminkite:

v

v

su automatiniais dozatoriais negalima dozuoti koncentruoty ragsciy ir Sarmy
tirpaly;

naudokite automatinius dozatorius, ant kuriy yra uzdéti pakeic¢iamieji plas-
tikiniai antgaliai;

visi dozatoriai turi didziausia leisting dozuoti tarj (jis pazymétas ant kiekvieno
prietaiso korpuso). Negalima, reguliuojant dozatoriy, bandyti nustatyti didesnj
tarj nei didziausias leistinas (taip galima sulauzyti prietaisg);

maziausias leistinas dozuoti taris ne visada bilna pazymétas ant prietaiso
korpuso. Negalima, reguliuojant dozatoriy, bandyti nustatyti mazesnj tarj, nei
leistinas maziausias (jei jis nepazymétas ant prietaiso korpuso — 10-20 %
didziausio leistino), nes taip galima sulauzyti prietaisa;

jtrauke j prietaiso korpuso ertme (ne j plastikinj antgalj) bet kurio skyscio,
nedelsdami apie tai pasakykite laborantui ar déstytojui;

baigus darba, automatiniai dozatoriai jstatomi j stova.
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2.3 lentelé. Automatiniai kei¢iamo turio dozatoriai
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Keiciamasis taris, ul Rekomenduojama dozuoti ul MaZiausia padala, ul

0-2 0,1-2 0,002

0-10 0,5-10 0,02

0-20 2-20 0,02

0-100 10-100 0,2
0-200 50-200 0,2
0-1000 100-1000 2,0
0-5000 500-5000 2,0
0-10.000 1 ml-10 ml 20,0

2.4. Darbas automatiniu dozatoriumi

1. Parinkite tinkama prietaisa tam tikram tiiriui dozuoti. Dozatoriy modeliai
yra dviejy rusiy: kei¢iamojo tiirio ir nekeiciamojo (fiksuoto) turio. Fiksuoto
tiirio dozatoriui galima paimti tik tam tikra, ant prietaiso korpuso uZrasyta tirpalo
tiiri. Ant visy keic¢iamojo ttrio prietaisy korpusy uzrasytas didZiausias jsiurbiamo
skyscio taris. Kei¢iamojo tiirio dozatoriai yra keleto tipy (zr.lentele 3): 2, 10 ul,
20 ul,100 pl, 200 pl, 1000 ul, 5 ml ir 10 ml didZiausiems tiriams jsiurbti. Jeigu
jums reikia jsiurbti, pvz. 67 ul, jiis galite naudoti 100 pl arba 200 pl kei¢iamojo
tirio dozatorius.

AR

5 —

A B C

2.2 pav. Automatiniai dozatoriai.
A-1 - dozatoriaus stumoklis; 2 — plastikinio antgalio numetimo stimoklis; 3 — sraigtas, kurj
sukant nustatomas dozuojamas tiris; 4- “rankové” numetanti antgalj; 5— keiciamasis
plastikinis antgalis. B — dozatoriaus stimoklio darbas jsiurbiant tam tikra tiirj; C — dozatoriaus
stimoklio darbas i$pilant paimta tirpala
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2. Sraigtu (2.2 pav., A) nustatykite norima paimti tiirj.

3. Uzmaukite tinkamag plastikinj antgali. Antgaliai yra plastikinése dézutése, kartais
yra svarbu, kad jie biity sterilis.

4. Tirpalo isiurbimas. Laikydami dozatoriy staciai, nuspauskite stimokl] iki prie-
Sinimosi (2.2 pav., B- pirmoji padétis STOP). Laikydami nyksti ant stiimoklio
tokia padétimi, plastikinj antgalj imerkite | tirpala. Palengva atleiskite pirSta nuo
stamoklio — tirpalas jtraukiamas j plastikinj antgalj. Palaukite keleta sekundziy —
svarbu, kad nebiity jtraukta oro burbuliuky. IStraukite antgali i$ tirpalo. Dazniausia
pradedanciyjy naudotis automatiniais dozatoriais klaida — per greitas stimoklio
atleidimas, tokiu biidu jtraukiama oro, netiksliai dozuojamas tirpalo tiiris.

5. Tirpalo iSpylimas. Antgalis priglaudziamas prie indo, i kurj iSpilamas
dozuojamas tirpalas, sienelés 10—-15° kampu nuo vertikalios padéties (Zr. pav.
2.2. C). Stimoklis nuspaudziamas iki galo— antrosios STOP padéties (2.2 pav.
O). Keleta sekundziy palaukiame, leidziame visam skys¢iui iSteketi iS plastikinio
antgalio. Su nuspaustu iki galo stimokliu (neatleid¢ pir§to nuo stimoklio),
dozatoriy iSimame i§ indo. Atleidziame stiimokli

6. Antgalio nuémimas. Daugelis dozatoriy turi specialy stimoklj antgaliams nuimti
(2.2 pav. A). Tuo atveju paprasciausiai nuspaudziame §j stimokl] ir pasaliname
naudota antgalj. Atsizvelgiant | naudotas medziagas (nuodingos medziagos,
jprasti tirpalai) naudoti antgaliai surenkami j atskirus konteinerius. Dozatoriaus
neturincio antgaliy stimoklio naudotg antgalj atsargai nuimame pirstais,
laikydami uz virSutinés antgalio dalies.

7. Dozatoriy istatome j stova.

2.4.1. Automatinio dozatoriaus darbo tikslumo jvertinimas

Tikslas: ISmokti naudotis automatiniu dozatoriumi ir svarstyklémis. Ivertinti dozavimo
paklaidas.

Automatinio dozatoriaus darbo tikslumas jvertinamas gravimetrijos biidu. Paimami
distiliuoto vandens méginiai ir pasveriami. Distiliuoto vandens tankis 1 g/cm3, todél
Iv;/ = w;/ , kur v, — i-tojo méginio tiiris, w; — $io méginio masé. Pasvérus kartotinai
imamus méginius, galima statistiSkai jvertinti dozavimo paklaidas. Tikrosios
matuojamo dydZio vertes jverciu laikomas matavimo rezultaty aritmetinis vidurkis.
Matavimai yra vienodo tikslumo, tod¢l aritmetinis vidurkis nustatomas taip:

n

2 Wi
_i=l .
u B

Cia n —matavimy skaicius, w, —i-tojo matavimo metu gauta matuojamo dydZio verté.
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Absoliucioji paklaida (E):

—V

E%=uxl 00;
Vo

Cia v,—dozuojamas turis, i — aritmetinis vidurkis.

Santykiné matavimo rezultaty paklaida (E%):

Ego=""V0l 0.
Vo

Standartiné paklaida:

Apskaiciave santykine paklaida, galime jvertinti prietaiso tikslumg — dozuojamo
tario atitikima pasirinkta reikSme. Standartiné paklaida rodo kartojimasi, t. y. Zmogaus,
kuris atlieka dozavimo operacija, atiduma.

Medziagos ir prietaisai:
1. Automatiniai kei¢iamojo tiirio dozatoriai.
2. Svarstykles.
3. Distiliuotas vanduo.

Darbo eiga:

1. Pasirenkamas tinkamas prietaisas déstytojo pasitilytam tiiriui dozuoti.

2. Dozatoriumi paimti distiliuoto vandens meéginiai (n>5) pasveriami. Sveriant
vandens meginius [2-10] ml naudoti svarstykles, kuriy tikslumas 0,0001 g, kitais
atvejais — svarstykles, kuriy tikslumas — 0,001 g.

3. Apskaiciuojamas dozuojamo tiirio aritmetinis vidurkis, santyking ir standartine
meginiy dozavimo paklaidos.

Kontroliniai klausimai.
1. Skiriant ribosomas i$ kvieciy daigeliy, naudojamas tirpalas, kurio sudétis :
90 mM KCl, 2mM CaCl,, 1 mM Mg(CH;COO) ,, 6 mM KHCO. Kaip paruosti
100 ml tokio tirpalo? Molinés masés (M,) : 74,55 (KCl); 219 (CaCl,x6H,0);
214,46 (Mg(CH,COO),x4H,0); 100,1 (KHCO5).
2. Jvertinkite automatiniy dozatoriy tiksluma. Trim dozatoriais (A, B ir C) buvo
kartotinai imamas 1000 ml vandens bandinys. Sie bandiniai pasverti. Nustatyti
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—_

rezultatai (g). Kuris prietaisas geriausiai kalibruotas. Kuriuo atveju studentas
dozuodamas daré daugiausia klaidy?

a. 0,986; 0,971; 0,993; 0,964; 0,983; 0,996; 0,977; 0,969; 0,982; 0,974;

b. 1,013; 1,011; 1,010; 1,009; 1,011; 1,010; 1,011; 1,009; 1,011; 1,012;

c. 0,985; 1,022; 1,051; 1,067; 0,973; 0,982; 0,894; 1,045; 1,062; 0,928.

1. Praktikuokités paruosti tirpalus i§ koncentruoty pradiniy (stock) tirpaly.
Tarkime, jis turite Siuos pradinius tirpalus : 0,1 M NaCl, 0,2 M KCl, 0,16 M
CaCl,; 0,005 M gliukozé. Kaip paruosti tirpalus, kuriy sudétis:

a. 1ml 0,001 M KCl tirpalo;

50 m1 0,0025 M NaCl ir 0,0005 M gliukozes tirpalo ;

100 ml 0,005M NaCl; 0,0025 M KClI; 0,040 M CaCl,; 0,0025 M gliukozé;

10 ml tirpalo, kuriame NaCl, KCl ir CaCl, buty po 20,0 mmol ml-;

25 ml tirpalo, kuriame CaCl, biity 0,008 M, KCI - 0,05 M, gliukozes— 20,0

nmol ml-L,

o ao o

Literatura:
http: www.chemnetbase.com
Boyer R. (2000) Modern Experimental Biochemistry, 3" edn, Benjamin Cummings,

San Francisco.
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3. Tirpaly pH. Buferiniai tirpalai

3.1. Vandenilio jony koncentracijos reiskimas
pH yra neigiamas deSimtainis vandenilio jony koncentracijos logaritmas.

pH=-log,(C(H"), arba
pH=-Ig[H"].

Nuo pH priklauso visos biologinés sistemos aktyvumas, daugelio biomolekuliy
tirpumas. Gyvy organizmy vidiniy skysciy pH beveik nekinta. Tai sudaro palankias
salygas veikti tam tikriems fermentams. Vandeniniy tirpaly pH priklauso nuo:

* Vandens molekuliy jonizacijos. Vanduo - silpnas elektrolitas. Dalis vandens

molekuliy tirpale yra jonizuotos : H,O <> H*+ OH-.
* Riig&¢iy jonizacijos H-A <> H*+ A~ . Cia H-A — riigsties molekulé, A~ — riigities
anijonas. Jonizuojantis riigStims, daugeja H* jony, t. y. tirpalo pH mazéja.

* Baziy jonizacijos X—-OH ¢ X*++ OH-. Cia X—~OH —bazés molekulé, X* —metalo

jonas. Jonizuojantis bazéms, vandeninio tirpalo pH didéja.

Daugeliui medZiagy buidingos bazinés ar riig§tinés savybés. Stipriy baziy ir riig8ciy
vandeniniai tirpalai yra beveik visiSkai jonizuoti, o silpnos riigtys ar bazés vandeniniame
tirpale yra i§ dalies jonizuotos.

Lygtis H,0 < H* +OH- suprastintai vaizduoja vandens jonizacijos procesa. Si
savaiming jonizacija apraSoma pusiausvyros konstanta K . Bandymais 24°C nustatyta
K, lygi 1,8x10-16.

_C(H")xC(OH™)
¢ C(H,0)

=1,8-10710,

Zinodami, kad vandens koncentracija 55,55 M, galime parasyti:
K, =K. C(H,0)=C(H" yx C(OH™)=1,8 X106 x 55,55=10"14
Konstanta K, vadinama vandens sandauga ir lygi 10-14. Nesant vandenyje kity junginiy,
C(H*)=C(OH") =10".

1909 metais S.Siorensenas (S.SO0rensen) pasiiilé vandenilio ir hidroksilo jony
koncentracijas reiksti neigiamais deSimtainiais logaritmais : pH ir pOH (nuo potentio
Hydrogenii).
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Tada pK, = pH +pOH = 14.
Stipriy riigic¢iy tirpaly pH = 0-2, silpny riigs¢iy — 3 — 6. Neutraliy tirpaly pH lygus
7. Silpny baziy tirpaly pH = 8 — 11, o Sarmy tirpalams budinga pH = 12 - 14.

3.2. Vandenilio jony koncentracijos matavimas

Tirpaly pH kiekybiSkai jvertinamas pH-metru (3.1 pav.) arba indikatoriniais dazais.
Indikatoriniai dazai (lentelé priedas 5) dazniausiai turi silpny riig§ciy savybes.
Keiciantis pH, tokios medZiagos keicia spalva. Idéjus mazus Siy medziagy kiekius i
tirpala, pasikeitus tirpalo spalvai, apytikriai (paklaida dazniausiai 1-2 pH vienetai)
galima daryti iSvadg apie tokio tirpalo pH. Indikatoriniuose popieréliuose sujungtos
keleto indikatoriniy dazy savybes — tokiu biidu maZzéja nustatomo tirpalo pH vertinimo
paklaida. Indikatoriniai popieréliai naudojami apytiksliai vertinant tirpalo pH. Tiksliai
tirpalo pH galima pamatuoti pH-metru.

potenciometras

Ag/ AgCl elektrodas

Sotusis
KCL tirpalas
palyginamasis kalomelio

Kamstis elektrodas
Ht jautrus stiklo

HCl tirpalas elektrodas

tiriamasis tirpalas

3.1 pav. pH - metro schema.

pH-metru vandenilio jony koncentracija matuojama elektrodu, jautriu vandenilio
jony koncentracijai, prijungtu prie potenciometro. pH elektrodas sudarytas i§ dviejy
atskiry sistemy : H™—jautraus stiklo elektrodo ir palyginamojo elektrodo (kalomelio
elektrodas). Elektroda jmerkus j tiriama tirpala, ant stiklo elekrodo atsiranda potencialy
skirtumas, kuris pamatuojamas potenciometru.



24 BIOCHEMIJOS LABORATORINIAI DARBAI

3.3. Silpny riigsciy ir baziy jonizacija

Riugstys — junginiai, kurie tirpale jonizuojasi ir iSskiria protong. Ruigsties HA jonizacijos
lygtis:
HA — A +H*.

Si grjztamoji reakcija aprasoma pusiausvyros konstanta K,, vadinama riigsties
jonizacijos konstanta:

_CH")xCA")
0 cHA)

Silpny riig8ciy jonizacijos konstantos — labai mazi dydziai. Pavyzdziui, acto rugsties
jonizacijos konstanta 24°C lygi 1,75x107. Patogiau naudotis jonizacijos konstanty
neigiamaisiais logaritmais — pK,. pK = - Ig K,. PavyzdZiui, acto ragsties pK, lygus
4,75. Zinodami pK,, galime numatyti, kokios formos (molekulinés ar jonizuotos) tirpale
bus junginys. Kai tirpalo pH yra mazesné uz pK, tirpale vyrauja nejonizuota junginio
forma. Jei pK lygi pH, pusé junginio molekuliy yra jonizuotos. Jei pH > pK, vyrauja
jonizuota junginio forma (3.2 pav.).

Stiprios riigstys, pvz., HCI, jonizuojasi (iSskiria protonus), esant mazoms pH
reikSméms, o silpnos riigStys jonizuojasi esant didesnéms pH reikSméms, kartais pH
>7. Pavyzdziui, aminorig§ties tirozino funkcinés grupés —fenilo (labai silpnos riigsties),
pK,=10. Bendra taisyklé — juo stipresné riigstis, tuo jos pK, maZesnis.

CH,COO~
1.0 4 — k(10
Bazes r /’
ekvivalenty / - (0.75)
skaicius Rugsties
054 Lo | (-0.5) ~molekules
: krivis
1
! _ L (-0.25)
cH,coon,/ 1 PH=PK,
0{—"" _ -0.0

3.2 pav. Acto ragsties titravimo kreive. Molekulés krivis (deSinioji ordinaté) —
acto rugsties disocijuoty ir nedisocijuoty molekuliy krivio vidurkis
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Pavyzdys. Apskaiciuokite 0,01M acto riigsties tirpalo pH ir jonizacijos
laipsnj, jei acto rigsties K, lygus 1,75 % 10°.
Acto ragsties jonizacijos lygtis: CH;COOH «>CH;COO~ + H*.

_C(H") x C(CH;CO0")
4 C(CH;COOH)
Pazymékime x= C(H"). Tada acetato koncentracija taip pat bus lygix, o

=1,75 x107>.

nejonizuotos riigSties koncentracija lygi (0,01—x). Taigi %:1 75 x107.
,01-x

Po akivaizdziy lygties pertvarkymy gauname lygtj
1,75%1077 - 1,75% 107 x =x2.

Sia kvadratine lygti nesunkiai galime iSspresti iprastu buidu, arba,
pastebéjus, kad lygties démuo 1,75%1079x labai maZas, paprasciau jo
nepaisyti. Tada x2=1,75x1077. x=C(H*)=4,18 X 10*M.

pH =-lgC(H") = 3,38. Jonizacijos laipsnis o — skaicius, rodantis, kuri
iStirpusiy molekuliy dalis yra jony pavidalo. Acto riigsties jonizacijos
laipsnis:

- C(CH,CO0") _4,18x107*
C(CH;COO™)+C(CH;COOH) 0,01
T.y. tiktai =4% acto riigSties molekuliy yra jonizuotos.

=4,18x10 2arba 4,18 %.

Bazés — junginiai, kurie tirpale jonizuojasi ir iSskiria OH- jona. Amino grupes
turintiems junginiams (pirminiams, antriniams, tretiniams aminams) biidingos silpny
baziy savybés. Aminy (RNH,) jonizacija uZraSoma lygtimi:

RNH, + H,O —~ RNH;* + OH~.
Si griztama jonizacija apraSoma pusiausvyros konstanta K,, vadinama bazés
jonizacijos konstanta:
_C(RNH3)x C(OH")
C(RNH,)x C(H,0)

Ky

Kaip ir rig8¢iy aveju, daZniau vartojami jonizacijos konstanty neigiamieji logaritmai

pK,, =-Igk,. Si konstanta (panasiai, kaip K, riig8¢iy atveju) yra kiekybinis bazes
stiprumo matas. Bendra taisyklé — juo stipresné bazé, juo jos pK, didesnis. Daugiausia
baziy pK, reikSmes yra didesnés uz 7, pvz., etanolamino pK, =9,5. Vadinasi, tirpale,
kurio pH=9,5, pus¢ etanolamino molekuliy yra jonizuotos
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3.4. Buferiniai tirpalai

Buferiniu tirpalu, arba tiesiog buferiu, vadinamas tirpalas, kurio pH nesikeicia arba
keiciasi mazai, tirpalg skiedziant arba pridéjus nedidelj kieki tiek stiprios rugsties ar
Sarmo.
Buferiniai tirpalai yra keliy rasiy:
1. Tirpalai, turintys silpna riigsti ir Sios riigSties stiprios bazés druskos (pvz.,
CH,COOH + CH;COONa). Tai vadinamieji riigStiniai buferiai.
2. Tirpalai, turintys silpnag baze ir druska, sudaryta iS tos bazes ir stiprios riigsties
anijono (pvz., NH,OH + NH,Cl). Tai vadinamieji baziniai buferiai.
Buferinis silpnos riigsties ir jos druskos (pvz., CH;COOH +CH;COONa) veikimas:
idéjus | tokj tirpala Siek tiek Sarmo, pvz., NaOH, vyksta procesas :

HA+OH™ —A~+H,0, (CH;COOH+Na" +OH —CH;COO™ +Na* +H,0).)

Sarmas suriga silpnos riigities HA protonus H* ir susidaro silpnas elektrolitas H,0.
Aisku, didéja silpnos riugsties anijono A~ koncentracija.

Idejus i toki tirpalg Siek tiek stiprios riigsties, pvz., HCI, did¢€ja silpnos riigsties
koncentracija:

H"+A™ —HA,
(H*+Cl”+CH;CO0 ™ +Na* —Na*+Cl~+CH;COOH ).

Tai yra stiprios rugsties protonai H* susiriSa su druskos anijonu A-, susidaro silpna
rigstis.

Buferiniam tirpalui, sudarytam i$ silpnos rtig§ties HA ir jos druskos D (pvz.,
CH,COOH + CH;COONa), parasykime lygti, siecjancia tokio tirpalo pH ir silpnos
rugsties ir jos druskos koncentracijas (C(HA), C (A")). Silpnos riigSties HA jonizacijos
pusiausvyros konstanta K. :

K :C(H+)'x C(A7)
a C(HA)

Esant tirpale vienvardziy druskos anijony (A-), rigsties jonizacija vyks daug léciau.
Praktiskai silpnos rtigsties koncentracija po jonizacijos bus lygi pradinei riigsties
koncentracijai C(HA). Druskos anijony (A-) koncentracija bus lygi druskos kon-
centracijai C(D).

K, x C(HA)
CA)

cHY)

.. CA
Taigi pH=pK,, +1
gl pH=pk, gCH
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C(D)
C(HA) (-

pH=pK, +lg

Lygtis (1) vadinama Hendersono irHaselbacho (Handerson—Hasselbach) lygtimi.

CcAM)

IS (1) lygties matome, kad pakeite santyki ——=, pvz.,10 karty, santykio de-

CHA)

Simtainis logaritmas (kartu ir pH) pasikeis tik per vieneta. Skiedziant buferinius tirpalus,

vandenilio jony koncentracija (vadinasi, ir pH) nesikecia, nes nekinta santykis

G

CHA)’
Buferinio tirpalo veikimas, jo sugebéjimas suristi vandenilio ar hidroksilo jonus
parodytas 3.3 paveiksle.
CA™ CA~
I_ o ) A)
pK+3 L o+ ) Nebuferinis C(HA) C(HA)
pK+2 1 /| tirpalas 1
_ - = =0,01
pK+1 - pK-2 2 100
pK-1 p pK-1 -1 —=0,1
o 10
pK-2 7 { } Nebuferinis
pK-3 4 ! . pK 0 ﬂ71
’ tirpalas 50
pK+1 1 %:10
pK+2 2 @2100
1

3.3 pav. Buferinio tirpalo veikimas

Pavyzdys. Kaip pakis buferinio tirpalo, sudaryto is 0, 1M acto riigsties ir
0, 1M natrio acetato, pH, j tirpalg jnesus 0,05M NaOH? Acto riigsties K lygus
1,75%107.Kaip Sis kiekis Sarmo pakeisty vandens pH?

Hendersono irHeselbacho lygtis acetatiniam buferiui:

pH=pK, +lg w pH=4,46+1g M=4,7 6+0,48=5,24.
C(HA) 0,1-0,05
Vandens pH =7. Id¢jus j vandenij 0,05 M NaOH, tirpalo pH = pK, - pOH
=14-1,31=12,69. Tai yra buferinio tirpalo pH, jdéjus 0,05M NaOH pakito
per 0,78 pH, o vandens — per 5,69 pH .
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AnalogiSki procesai bus stebimi NH,OH/NH,CI buferin¢je sistemoje (bazinis
buferinis tirpalas). Sioms sistemoms Hendersono ir Haselbacho lygtis:

C(B)

C(B)
=14—pK +] .
P D)

H=pK, —pK +lg——
pH=plk —pky+ig cD)
Cia K, - silpnos bazés disociacijos konstanta, K, — vandens disociacijos konstanta;
C(B) = [B] —silpnos bazés B koncentracija, C(D) = [BH* ] —silpnos bazés katijono
BH* koncentracija.

Buferinis veikimas biidingas ir drusky miSiniams. Druskoms hidrolizuojantis viena
i$ drusky sukelia labiau rtgsting, kita — labiau bazing reakcija. PavyzdZiui, NaH,PO,
+Na,HPO,, NaHCO, +Na,CO,. Sios buferinés sistemos labai svarbios Zmogaus
organizmo gyvybiskai svarbiy sistemy pastoviam pH palaikyti.

Buferinio tirpalo veikimo sritj lemia silpnos rigsties ar bazés pK reikSme. Laikoma,
kad buferines savybes sistema turi intervale pK + 1.

Buferiniai tirpalai skiriasi savo gebéjimu palaikyti nekintama pH. Jei vieno tirpalo
pH pakito maziau, pvz., idejus Siek tiek HCI, negu kito buferinio tirpalo, sakome, kad
pirmajam tirpalui biidinga didesn¢ buferiné talpa. Bufering talpa galime ivertinti
kiekybiskai. Tai Sarmo ar rugsties kiekis (ekvivalentais), kurj idéje i 11 tirpalo, Sio
pH pasikeicia vienetu. Buferiné talpa visada yra teigiamas dydis, todél (2) lygtis galioja
Sarmo atveju, o (3) —riigsties atveju :

p-dIB]
__diB)
P==om ©F

Buferiné talpa gali biiti apskaiciuota teoriSkai. Buferio, i kurio sudéti jeina silpna
rugstis, buferiné talpa, kai pH = pK, gali buti apskaiciuota taip (4):
2308 ).

max —
4

C-Dbendra silpnos riigSties HA ir jos druskos A~ koncentracija

Visiems buferiniams tirpalams yra biidingas taip vadinamasis temperatiros efektas.
Daugumos buferiy pH silpnai kinta, pakitus temperatiirai. Taciau tam tikry buferiniy
tirpaly nustatyta kambario temperatiiros salygomis pH gali skirtis nuo darbinés tirpalo
pH reikSmeés. 0,05 M TRIS/HCl tirpalo, kurio pH yra 7,05 temperatiirag sumazZinus nuo
37°C iki 23°C, tirpalo pH padidéja iki 7,20. Tokie vandenilio jony koncentracijos
poky¢iai gali turéti jtakos tirilamam procesui ir jy nepaisyti negalima. Siuo konkreciu
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atveju pH pasikeitima per 0,15 pH vieneto, atitinkantis A [H*] skiriasi net 41%.
Populiariems buferiams nustatyti vadinamieji temperataros koeficientai. Pvz., TRIS o
atveju temperatiiros koeficientas —0,028 / °C. Jei gaminate 0,05 M TRIS-HCI pH 7,4
buferj kambario (23°C) temperattros salygomis, o naudosite ji 4°C, praktiskai reikia
ruosti 6,86 pH tirpala. Esant 40°C temperatirai, $io tirpalo pH bus 7,4. Ai§ku, daugumos
buferiniy tirpaly temperatiiros koeficientas daug maZesnis ir didelés jtakos $iy tirpaly
pH neturi.

3.5. Buferiniy tirpaly ruosimas

Buferiniai tirpalai ruosiami dvejopai:

* sumaiSant silpna rtigsti ir jos druska (rig§tiniams buferiams) arba silpng baze
ir jos druska (baziniams buferiams) tam tikru santykiu. Zinant pK, arba pK,
galima paruosti norimo pH tirpala. Sudedamuyjy daliy santykj nesunkiai
galima apskaiciuoti i§ Hendersono ir Haselbacho lygties.

* tirpalai ruoSiami i§ silpnos riigsties ar silpnos bazés, palengva pridedama
Sarmo ar stiprios rgsties iki norimo pH (tirpalo pH pokyciai stebimi pH-
metru).

Pavyzdys. Kaip paruosti litrg 0,05 M TRIS-HCI pH 8,2 tirpalo?

M, (TRIS)=121,1. Litre 0,05 M tirpalo yra 50 mmol, t.y. 6,055 g TRIS o
bazes. Pasvére §] medZiagos kieki, iStirpiname mazesniame nei galutinis
dejonizuoto vandens tiiryje (pvz., = 600 ml). Mazomis porcijomis jdedame i
tirpala HCI, pH-metru stebime pH kitima iki reikiamos pH - 8,2. Gauta
tirpala (pH = 8,2) atskiedziame iki 11

6 lenteléje (Zr. priedas) pateikti daznai laboratorijoje naudojami buferiai. Parinkdami

bufering sistema atsizvelgiame:

* idarbing, t.y. rekomenduojama naudoti tirpalo pH sritj. Tinkamiausia laikoma
ta buferiné sistema, kurios pK arciausias tirpalo pH. Jei pH=pK, tirpalo buferiné
talpa didziausia.

* ar kitos tirpalo sudedamosios dalys nereaguoja su buferiu. Pavyzdziui, tiriant
Zn%* ir Pb*jtaka tam tikram medZiagy apykaitos procesui, nepatartina naudoti
karbonatinio buferio.
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3.5.1. Buferinio tirpalo gaminimas,
buferinés tirpalo talpos nustatymas

Naudojantis Hendersono ir Haselbacho lygtimi, apskaiciuoti fosfato buferinés sistemos
sudedamuyjy daliy santyki, ruoSiant tam tikro pH tirpalus. Paruosti tokius tirpalus ir
iStirti Siy tirpaly buferines savybes.

Biochemijos darby metu daznai naudojamas fosfatinis buferis. Sia buferine sistema
sudaro H,PO,(silpna ragstis) ir HPO >~ (silpnos rugsties anijonas, konjuguotoji bazé).
KH,PO, (silpnos ragsties) pK =6,8. HPO,>- /H,PO,~buferinei sistemai Hendersono
ir Haselbacho lygtis:

HPO2~
pH=pKa+lgﬂ-
[H,PO} ]

HPOZ~
kai Lo0s 1

I, t.y.[HPO ]=[H,PO-],pH = pK, = 6,8.
[H,PO; | S

Cheminiai reagentai:
1. 0,05 M K,HPO, ir 0,05M K H,PO, tirpalai.
2. 0,1 NNaOH ir 0,1 N HCL
3. KH,PO,
4. 0,IN KOH.

Darbo eiga:

1. Naudojant 0,05 M K,HPO, ir 0,05M KH, PO, tirpalus, paruosti po 20 ml tirpaly,
kuriy pH bity 5,8; 6,8; 7,8. Sudedamyjy daliy santyki, reikalingg nurodytam
tirpalui ruosti, apskai¢iuokite vartodami Hendersono ir Haselbacho lygti.
H,PO,” <>HPO, 2 +H". Rigsties pK, lygus 6,8.

5. Patikrinkite gauty tirpaly pH, naudodami pH-metra.

6. Paimkite po 5 ml i§ pagaminty tirpaly (pH 5,8, 6,8 ir 7,8). Atskieskite $iuos
meéginius vandeniu deSimt karty.

7. pH-metru pamatuokite deSimt karty praskiesty tirpaly pH.

8. Nustatykite tirpaly, kuriy pH 5,8 ir 6,8 buferine talpa pagal riigsti ir Sarma.
Bufering talpa apytikriai galime jvertinti tokiu biidu. Prie 10 ml tam tikro pH
tirpalo pridedame 1,0 ml 0,1 N NaOH arba 0,1N HCl ir pamatuojamas tirpalo
pH. Bufering tirpalo talpa apskai¢iuojame i§ formulés:

B= NV; .
(pPH;~pHo)Vp
kur pH; —pH, = ApH pH-metro rodmeny skirtumas, jdéjus NaOH arba HCI, N -

idedamos riigsties ar Sarmo ekvivalenty moliai, V,— jdedamos riigSties ar Sarmo tiiris,
V- pradinis tirpalo taris.
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9. Nustatykite deSimt karty atskiesty tirpaly, kuriy pH 6,8 ir 5,8 buferine talpa
pagal riigstj ir Sarma.
10. Palyginkite nustatyta buferinés talpos reikSme pH = pK = 6,8 su teoriskai
apskaiciuota atsizvelgiant j (4).
11. Paruoskite 100 ml 0,05 M fosfatinj buferij, kurio pH biity 6,8, antruoju bidu,
t.y. titruodami KH,PO, tirpala 0,1N KOH iki reikiamo pH:
* apskaiciuokite, koks kiekis KH,PO, turi biiti pasvertas, norint paruosti 0,05M
tirpala;
* iStirpinkite druska mazame tiiryje vandens (z60ml);
* mazomis porcijomis pridédami 0,1 N KOH, pasiekite, kad tirpalo pH biity
6,8
* tirpalo tiirj menziroje papildykite iki 100 ml.

Kontroliniai klausimai :

1. Buferiniai tirpalai. Hendersono ir Haselbacho lygtis buferiniams tirpalams, j
kuriy sudéti jeina silpna riigstis ir tirpalams, | kuriy sudét] jeina silpna baze.

2. Tarp daugybés buferiniy sistemy, kurios dalyvauja palaikant vidulasteliniy
organizmo skysCiy pastovy pH [6,8; 7,8], labai svarbios yra HCO;—H,CO,
(pK,=8,3) ir HPO,> —H,PO,~ (pK,=6,8) sistemos. Parasykite lygtis, kaip §iy
buferiniy sistemy sudedamosios dalys reaguoja su riigstimis ir bazémis.

3. Kokios aminortgstys pasizymi buferinémis savybémis fiziologinése (t. y. pH
[6,8;7,8]), salygose?

4. Glicino o-COOH grupes pK,=2,34, NH, — grupés pK,= 9,60. Nubrézkite
glicino titravimo kreive. Kuriais pH intervalais glicino tirpalas turi buferiniy
savybiy? Koks glicino pI?

5. Tribazés fosforo rugsties pKa reikSmes yra 2,2; 7,2; 12,3. Parasykite kokios
formos H,PO, molekulé bus pH 0, pH 4, pH 9 ir pH14. Koks tirpalo, sudaryto
i§ 0,1 M NaH,PO, ir Na,HPO, pH?

Literatiira:

1. Rilbe H.(1996) pH and Buffer Theory — a new Approach, Wiley, New York.

2. Reed R., Holmes D., Weyers J., Jones A. (2003) Practical skills in Biomolecular
sciences, Pearson Educated Limited.
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4. Audiniy ir lgsteliy ardymas
ir frakcionavimas

Ardymas — vyksmas, kurio metu struktiiriSkai suardoma lasteliy ir/ar audiniy struktiiry
vientisumas. Suarde lasteles ir audinius, toliau mes juos frakcionuojame, t. y. dalijame
i daug atskiry sudétiniy daliy (frakcijy), norédami iSgryninti pavyzdzius tyrimui. Lasteliy
suspensijos ir audiniai gali buti frakcionuojami daugybe buidu, atsizvelgiant i dalis,
kurias norime i§gryninti (pvz., mitochondrijas, plazmines membranas, DNR, RNR,
tirpius baltymus). Labai svarbu, kad kitas eksperimentatorius, norédamas pakartoti
jusy frakcionavima, Zinoty, kiek pradinés medziagos jis/ji turéty paimti. Dokumentuojant
lasteliy/ audiniy frakcionavimo eiga, reikia jvertinti gryninamos medziagos Kieki
kiekvienoje frakcijoje. Tai vadinama iSeigos skai¢iavimu. SkaiCiuojant iSeiga, reikia
Zinoti visy frakcijy tiir] ir gryninamos medZiagos koncentracija frakcijoje:

iSeiga = [frakcijos tiiris | X [gryninamos medZiagos kiekis frakcijoje).

Dauguma audiniy ir Iasteliy ardymo ir frakcionavimo metody buvo sukurti arba
bent pasitlyti iki 1960 —1970 mety. Siuolaikiniai laiméjimai daZniausiai susije su Siy
metody optimizavimu ir automatizavimu. Siandien yra sukurti nuodugniis protokolai
tam tikriems produktams iSskirti ir iSgryninti i§ jvairiausios biologinés medziagos:
Current Protocols in Protein Science (CPPS, Coliegen et al, 1998), Current Protocols
in Molecular biology (CPMB, Ausubel F. M. et al, 1999). Sie protokolai siiilo strategija
tam tikro objekto sudétiniy daliy gryninimui. Pavyzdziui, strategija skirsis ir priklausys
nuo to, ar tikslinis produktas yra lasteléje, ar nelastelinéje frakcijoje. Pastaruoju atveju
tereikia atskirti terpe nuo Iasteliy. Gali biiti, kad tiksliné dalis yra tam tikroje lastelés
organeléje. Tada tikslinga produkta skirti ne i8 viso lastelés lizato, o pirmiausia iSskirti
Sig lastelés organeliy frakcija. Protokoly pasiiilyta strategija turi biiti optimizuota:
patikslinta frakcionavimo buferiy sudedamyjy daliy santykis ir koncentracijos.

4.1. Lgsteliy ir audiniy suardymas

Saltinis (mikroorganizmai, augalai, gyviinai, augaly ir gyviiny audiniai), i§ kurio
skiriamas produktas (baltymai, fermentai, nukleortigstys, lipidai, lastelés organelés),
labai daznai lemia ardymo biida.

Visy Siy objekty lastelés turi plazmine membrang. Gyviiny lastelése — tai vienintele
uZtvara, skirianti lastelés turinj nuo i$orinés aplinkos. Si uztvara gana lengvai suardoma.
Bakterijy ir augaly plazminé membrana apsupta tvirtos lastelés sienelés. Lasteliy sienele
—pagrindin¢ klititis ardant lasteles ir audinius. Bakterijy sienelés pagrindiné sudedamoyji
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mikroorganizmai augalai gyviinai
Y v
lasteliy suardymas lasteliy suardymas lasteliy suardymas
fenoliy pasalinimas
Y
centrifugavimas ((
uzlastelinis

nelastelinis ekstraktas ekstraktas

y

pradinis frakcionavimas (nusodinimas druskomis, nusodinimas organiniais tirpikliais)

antrinis frakcionavimas (jony mainy, hidrofobin¢, giminingumo chromatografijos, kiti metodai)

4.1 pav. Bendra Saltinio frakcionavimo schema

ﬁiéoriné membrana
mpeptidoglikanas
periplazminé ertmé
plazminé membrana
Gram~

"' \‘peptidoglikanas

+ ..
Gram plazminé membrana

4.2 pav. Gramneigiamuju ir gramteigiamuju bakteriju sienelés sandara

dalis — peptidoglikanas (4.2 pav.). Sis peptidoglikano sluoksnis ypa¢ gramteigiamujy
bakterijy gali biiti suardomas veikiant fermentu lizocimu. ISoriné gramneigiamyjy
bakterijy membrana apsaugo bakterija nuo lizocimo poveikio. D¢l Sios priezasties
gramneigiamosios bakterijos prie§ veikiant su lizocimu inkubuojamos tirpale,
turin¢iame EDTA (EDTA suri$a Ca?* ir taip destabilizuoja iSoring membrana). Ypac
tvirtos gryby ir mieliy lasteliy sienelés, turincios daugiau kaip 90% polisacharidy (pvz.,
chitino, manano). Augaly lasteliy sienelés sudarytos i§ daugelio celiuliozés sluoksniy,



34 BIOCHEMIJOS LABORATORINIAI DARBAI

turinciy lignino ir hemiceliuliozes intarpy. Aisku, Sios iSorinés lasteliy uztvaros suteikia
lasteléms ne tik forma, bet ir atsparuma suardymui. Ypac atsparios suardymui yra
augaly lastelés. Vadinasi, visada turime parinkti tinkama lasteliy suardymo metoda ir
homogenizacijos buferi.

Suardg Iasteles ir/ar audinius gauname homogenaty. Homogenatas — lasteliy ar
audiniy ekstraktas, sudarytas i§ jvairaus dydzio molekuliy (baltymy, lipidy,
nukleoriigé¢iy ir t. t.), lastelés organeliy, nesuardyty lasteliy. Jei homogenizacijos
metodas ir homogenizacijos buferis parinkti teisingai — suardomos lasteliu sienelés ir
plazminés membranos, o lastelés organeliy membranos lieka nepazeistos. Suardzius
lastelés organeliy membranas, paskleidZiamos medziagos (pvz., fenoliai, peptidazés),
kurios toliau ardo organeles ir biomolekules (4.1 pav.).

Ardant audinius ir lasteles iSsiskiria daug Silumos, todél skyrimo procediiros metu
baltymai ir kitos biomolekulés gali denatiiruoti ir sulipti (agreguotis). Siekiant to iSvengti
homogenizavimo procediiros atlickamos kaip galima greiciau ir esant 0-4°C
temperatiirai, visi darbui reikalingi jrankiai ir tirpalai pries darba turi buti atSaldyti.

4.2 Lgsteliy ir audiniy suardymas,
nenaudojant detergenty.

Literatiiroje jprasta lasteliy ir audiniy ardymo metodus skirti j dvi grupes, t. y. metodus,
kuriy metu naudojami detergentai ir metodus, kuriy metu detergentai nenaudojami.
Nenaudojant detergenty lastelés sienelés ir membranos suardomos mechaniskai, taip
pat fizikiniais ir cheminiais biidais (Zr. 4.1 lentele). Dazniausiai frakcionavimo
protokoluose abu §ie biidai (mechaninis suardymas ir suardymas, naudojant detergentus)
taikomi kartu, jtraukiant detergenta i homogenizacijos buferio sudéti.

4.3. Lgsteliy ir audiniy ardymas, naudojant detergentus

Naudojant detergentus, Iasteles ir audinius galima suardyti lengviau ir Svelnesnémis
salygomis. Detergentai — jvairios cheminés sudéties (zr. 4.5 pav.) junginiai, turintys
hidrofobines ir hidrofilines sritis. Detergentai savo hidrofobine dalimi jsiterpia j baltymo
hidrofobing sritj ar membranos fosfolipidinj dvisluoksni ir suardo baltymo ar
membranos vientisuma. Detergentai tirpina membrany lipidus ir baltymus, be to, suardo
lipidy-lipidy, baltymy-baltymy, baltymy-lipidy saveikas. PanaSiai kaip lipidai,
detergentai patys gali jungtis ir sudaryti miceles (4.5 pav.).

Detergentai skiriami j joninius (Pav.4.5- B ir E), cviterjoninius (pav.4.5- C) ir
nejoninius (pav.4.5-A ir D). Nejoniniai ir cviterjoniniai detergentai maziau denatiiruoja
baltymus, negu joniniai detergentai.
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4.1 lentelé. Audiniy ir lasteliy suardymo budai

Suardymo Priemonés Suardymo apibiadinimas
biidas
Mechaninis Leékstelé ir griistuvélis Lastelés ar audiniai (labai daZnai
augalai) sutrinami, daZnai pries tai
atSaldZius skystu azotu

Voringo (Waring) Sukdamiesi peiliai susmulkina ir

homogenizatorius sutrina lasteles ir audinius
(4.4 - C pav.)

Daunco (Dounce) Lastelés ar audiniai, naudojant slégi,

homogenizatorius sutrinami (4.4 — B pav.)

Potter—Elvehjem Lastelés ar audiniai, naudojant slégi,

homogenizatorius sutrinami (4.4 — D pav.)

French presas Lastelés ar audiniai, naudojant slégi,
perspaudZiant pro siaura anga ar
plysi

Ultragarsinio Ultragarso dezintegratorius Auksto daZnio garsas suardo lasteliy
biidu sieneles
AtSaldymas/ Saldiklis, kartais skystas Susidaro ledo kristalai ir kartotini
suSildymas ledas/etanolis atSaldymo/susildymo ciklai suardo
lasteles
Cheminis Organiniai tirpikliai. DaZniausiai Tirpinami membrany lipidai ir
naudojamas fenolis arba chlo- suardomos membranos

roformo ir metanolio mi$iniai

Chaotropiniai junginiai (kalio Destabilizuojami membrany lipidai,

tiocianatas, kalio bromidas, li¢io membranos lengviau suardomos

dijodsalicilatas ir kt).

Fermentinis Chitinazés, pektinazes, lipazes, SuardZius fermentais lastelés sienelg
peptidazes, celiuliazés, lizocimas | gaunami protoplastai, kurie lengvai
arba fermenty miSiniai homogenizuojami

4.4 Homogenizacijos tirpalo sudedamosios dalys

I homogenizacijos tirpalo biuitinieji sandai — buferinis tirpalas ir druskos, lemiancios
homogenizacijos tirpalo osmosines savybes. Lastelés citozolio pH =7,5, taigi
homogenizacijos tirpalo pH irgi turéty biti silpnai Sarminis — pH 7-8 . Audiniams ir
lasteléms homogenizuoti naudojami fosfato, TRIS, HEPES ar kiti organiniai buferiai,
kuriy pH tarp 7ir 8 (pK = 7-8). Lasteliy ar audinio riiis, audinio ir homogenizavimo
tirpalo santykis lemia buferio koncentracija. DaZniausiai homogenizacijos tirpalo
buferio koncentracija 20-50 mM.

Lasteliy membrany ir sieneliy suardymui labai svarbios homogenizacijos tirpalo
osmosines savybés. Lasteliy irimas palengvinamas, vartojant hipotoninj homogeni-
zavimo tirpala. Tokiu biidu lasteles iSbriksta, fizikinis ardomasis poveikis sustiprinamas.
Dazniausiai homogenizacijos tirpaluose drusky koncentracija 50-150 mM. Joninei
tirpaly jégai palaikyti naudojamos NaCl, KCl, (NH,,),SO, druskos. Skiriant zZinduoliy
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4.3 pav. Audiniy ir lasteliu suardymas

¥ | Iﬁ[ ‘
]

A B C

4.4 pav. Prietaisai audiniams ir lasteléms ardyti.
A-ultragarsinis dezintegratorius; B— Daunco homogenizatorius; C- Voringo (Waring)
homogenizatorius, D — Porterio homogenizatorius

mitochondrijas dazniausiai vartojami homogenizacijos tirpalai, turintys 0,15 M KCI
arba 0,25 -0,3 M sacharozeés, skiriant augaly mitochondrijas, naudojami tirpalai, turintys
0,2-0,5 M sacharozés arba manitolio. Tokiy tirpaly osmotiSkumas panasus j citozolio,
taigi skiriamy mitochondrijy membrana nepazeidziama.

I homogenizacijos tirpalo sudétj daznai jeina ir kiti junginiai.

* Metalus chelatuojantys junginiai. Dazniausiai homogenizacijos tirpaluose yra
EDTA (suri$a dvivalen¢ius metaly jonus, ypa¢ Ca®* ir Mg?*) ar EGTA (atrankiai
surisa Ca2*). Siy metaly jonai- proteolitiniy fermenty aktyvikliai. Dazniausiai
EGTA ir EDTA koncentracija homogenizavimo tirpale 1 mM. Taigi EDTA ar
EGTA homogenizacijos tirpale suri$a metaly jonus, mazina oksidacines pazaidas
ir baltymy agregacija.

* Gliukozé, sacharozé ar manitolis (250-500 mM). Stabilizuoja mitochondrijy
ir lizosomy membranas, stabdo proteaziy iSsiskyrima.
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4.5 pav. Detergentai.
Nonidet-NP-40 (A), natrio dodecilsulfatas (NDS) (B); sulfobetainas (SB12) (C);
n-oktilgliukozidas (D); deoksicholatas (E)

* Glicerolis (5-10%). Glicerolis stabilizuoja baltymus.

* Detergentai (pvz., deoksicholatas, Triton X-100). Detergentai didina mazai tirpiy
baltymy tirpuma, ardo membranines struktiiras. Dazniausiai detergenty
koncentracija 0,1-1%.

* Ligandai, metaly jonai (Mg?*, ATP, GTP). Dazniausiai naudojamos 1-10 mM
ligandy koncentracijos stabilizuoja gryninamus baltymus.

* Peptidaziy slopikliai (inhibitoriai) (pvz., aprotininas, benzamidinas, PMSF,
EDTA, EGTA). Proteaziy slopikliy sudétis priklauso nuo $altinio, i§ kurio ski-
riamas produktas. Pavyzdziui, frakcionuojant E.coli, proteazés neaktyvios, jei ho-
mogenizacijos tirpale yra 1 mM EDTA ir 1 mM PMSE, dirbant su mielémis frak-
cionavimo tirpaluose dazniausiai be 1 mM EDTA ir ImM PMSF yra ir 1 pg/ml
leupeptino bei 1 ug/ml pepstatino A. Proteaziy inhibitoriai labai retai naudojami
vienu metu.

* Antioksidantai (redukuojantys junginiai). Tai ditiotreitolas (DTT),
- merkaptoetanolis (3-ME), askorbo raigstis ir kt. Dazniausiai homogenizacijos
tirpale $iy junginiy koncentracija 1-10 mM (0,05%). Antioksidantai mazina
baltymy sufhidriliniy grupiy oksidacija, kartu didina jy stabiluma.

* Jaucio serumo albuminas (BSA). Sio baltymo daZniausiai dedama i
homogenizacijos tirpalus, skiriant mitochondrijas. BSA suriSa riebaly rugstis



38 BIOCHEMIJOS LABORATORINIAI DARBAI

(BSA funkcija kraujo plazmoje), kurios susidaro fosfolipazéms veikiant
fosfolipidus, taip pat fenolius, kurie susidaro suirus vakuoléms. Esant homo-
genizacijos tirpale BSA, mazéja frakcionuojamy mitochondrijy baltymy pazaidos
(proteolitiniai fermentai naudoja §j alternatyvy substrata, kurio koncentracija
daug didesné nei kity baltymy).

* Polivinilpirolidonas. DaZniausiai Sio polimero dedama j homogenizacijos
tirpalus, ardant augaly lasteles arba audinius. Polivinilpirolidonas suri$a fenolius.

Néra vieno metodo, tinkamo visoms lasteléms ir/ar audiniams homogenizuoti,
néra buferio, kurio sudétis tinkama visoms lasteléms ir/ar audiniams homogenizuoti.

Frakcionuojant Igsteles ir audinius daznai reikia optimizuoti homogenizacijos tirpalo
sudétiniy daliy santykius. Kaip pradinis buferis, pvz., gali biiti panaudotas buferis A
(50 mM TRIS-HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 5% glicerolis).

4.5. Lgsteliy ir/ar audiniy frakcionavimo biidai.
Centrifugavimas.

Gravitacijos jégy veikiamos didelés dalelés nuséda. Nusédimo greitis priklauso nuo
daleliy parametry (masés, dydzio, tankio), taip pat tirpale, kuriame suspenduotos
dalelés, klampumo. Centrifugos — prietaisai, kurie, sukdami dalele apie centrine asj,
sukuria didesng¢ iScentring jéga nei gravitaciné Zemes jéga, tuo labai pagreitinamas
daleliy nusédimas.

Centrifugavimo metu atskiriamos daleles, kuriy skiriasi masé, dydis ir tankis, nes
junusédimo greitis proporcingas iScentrinei jégai (4.6 pav.). Frakcionavima (nuosédos/
nuopylos) lemia:

 daleliy dydis, forma ir tankis. Juo didesni dalelés mase, tankis, tiris, juo ji nuséda

greiciau;
* tirpalo klampumas. Juo didesnis tirpalo, kuriame suspenduota dalelé, tankis,
juo leciau Sinuséda;
* centrifugavimo jéga. Juo didesné centrifugavimo jéga (w?r), juo greiciau dalelé
nuseda.
4.6 pav. Jégos, veikiancios dalele
Ry centrifugavimo metu:

R : * F=m w? r (iScentriné jéga).
"""" » F,=-fv (trinties jéga). 5
* F,=-m_w?r (priesinimosi jéga). Ciam
- sedimentuojancios dalelés mase¢, w —
i kampinis greitis, r — dalelés nuotolis iki
r=0 sukimosi aSies; m — dalelés iSstumto
tirpalo maseé, - trinties koeficientas, v —
dalelés sedimentacijos greitis
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Lasteliy Nuopylos
homogenatas = (smulkios, ne-
pries . . . _didelio tankio
centrifugavima, :E centrifugavimas dalelés)

i

:: Nuosédos

_1-' (didesnés,

a5 “didesnio tankio

dalelés)

4.7 pav. Lasteliy homogenato centrifugavimas.
Po centrifugavimo daZniausiai yra dvi frakcijas — nuopylos (supernatantas) ir nuosédos

4.2 lentelé. Centrifugy rasys ir ju techniniai duomenys

Centrifugy risys
Techniniai duomenys Nedldfllo Didelio greicio Ultracentrifuga
greicio
Greitis RPM (10°) 2-6 18-30 35-120
Didziausias RCF (10°) 8 100 700
Saldymas Tam tikros Taip Taip
Vakuumo sistema neturi Turi Turi
Taikymas frakcionuoti:
Lasteles Taip Taip Taip
Branduolius Taip Taip Taip
Lastelés organeles Tam tikras Taip Taip
Membranos frakcijas Ne Tam tikras Taip
Ribosomas/polisomas Ne Tam tikras Taip
Makromolekules Ne Tam tikras Taip

Dalelés nusédimo (sedimentavimo) greitis iScentrinés jégos vienetui vadinamas

. s . v . . TR .
sedimentacijos koeficientu (s). s=—. Jai dalelés masé iSreikSta g (gramais), o
wer

iScentriné jéga g/s (gramai/sekundés), makromolekuliy sedimentacijos koeficiento

kitimo intervalas 10-13-10-9 sekundziy. Skai¢ius 10-13sekundziy vadinamas Svedbergo
konstanta (S) arba tiesiog svedbergu. Pavyzdziui, hemoglobino sedimentacijos
koeficientas yra 4x10-13 sekundziy arba 4S, prokarioty rRNR sedimentacijos
koeficientas 16S arba 16x10-13 sekundziy. Sedimentacijos koeficientas S didéja,
didéjant dalelés masei, taciau priklauso ir nuo dalelés dydZio bei formos.

Laboratoriniy darby metu centrifugos—nepakeiciami jrankiai frakcionuojant lasteliy
ir audiniy ekstraktus. Centrifugy techniniai duomenys labai skirtingi. Jy techniniai
duomenys pateikti 4.2 lenteléje.

Aprasant frakcionavima centrifuguojant, reikia nurodyti, kokiu pagrei¢iu (pagreitis
zymimas RCF arba g) buvo veikiama dalelé centrifugavimo metu. RCF rodo, kiek
karty didesné nei gravitaciné Zzemés jéga (g = 9,8 m s2) buvo veikiama dalelé
centrifugavimo metu (RCF = x-g). Si jéga priklauso nuo :
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) . Centrifuginis mégintuveélis
Centrifugos dangtis su tiriama medZiaga
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4.8 pav. Centrifugos, turin¢ios nustatyto kampo rotoriu, schema

* rotoriaus apsisukimy skaiciaus per minut¢ (Zym. RPM arba n)
 apsisukimo spindulio R (pateikiami centrifugos techniniame pase).

Kartais frakcionavimas apraSomas, nurodant centrifugos apsisukimy per minute
skaiciy. Centrifugy labai skiriasi techniniai duomenys, rotoriaus spindulys, todél Sis
dydis nerodo, kokia jéga dalelé buvo veikiama centrifugavimo metu. Norint gauti atsi-
kartojancius frakcionavimo duomenis, reikia Zinoti, kokiu pagreic¢iu (RCF = X'g)
buvo veikiama dalele centrifugavimo metu. RCF ir RPM lengva perskaiciuoti, Zinant
centrifugos rotoriaus spindulj. Siuolaikinés centrifugos automatiskai atlicka §j
perskaiciavima. Taciau turint senesnio modelio prietaisa, Siuos skaic¢iavimus nesunku
atlikti patiems:

RCF = 1,118 X 105 x-R X n2, arba RCF = 1,118 x 10 x R x (RPM)?,

RCF RCF
. _ 57 [~
taigh RPM = 41 11650075 R R

Cia R - centrifugos rotoriaus spindulys (cm), n — centrifugos apsisukimy skai¢ius per
minute (RPM).

Suspenduotos centrifuginiuose mégintuvelinose dalelés dedamos i centrifugos
rotoriy. Atsizvelgiant j centrifugos rotoriuje esanciy meégintuveliy padétj, rotoriai
skiriami i vertikalius, nustatyto kampo ir nenustatyto kampo (swing-out) rotorius.
Dazniausiai naudojamos centrifugos, turincios nustatyto kampo ir nenustatyto kampo
(swing-out) rotorius (4.8, 4.9 pav.).

Atkreipkite démesj (4.6 pav.), kad, centrifuguojant nustatyto kampo rotoriumi,
nuosédos susidaro ant centrifuginio mégintuvélio sienelés, tuo tarpu po centrifugavimo
nenustatyto kampo rotoriumi, nuosédos surenkamos centrifuginio mégintuvélio dugne.
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Centrifugavimas

o

meégintuvelis su
tiriama medZiaga

4.9 pav. Nenustatyto kampo (swing-arm) rotorius

4.5.1. Diferencinis centrifugavimas

Dalelés frakcionuojamos, atsizvelgiant i dydj ir tankj. Keiciant centrifugos apsisukimy
skai€iy, rotoriaus spindulj, terpés tankj, galima iSskirti atskiras lastelés organeles.

Centrifugavi-
mas labai di-
deliu grei¢iu

Centrifugavi- Centrifugavi-
mas vidutiniu mas dideliu
greidiu greiéiu

‘% Centrifugavimas

y s 4 nuopyles
mazu greiéiu
1 nuopylos

2 nuopylos 3 nuopylos

1 nuosédos 2 nuosédos 3 nuosédos 4 nuosédos
(lastelés, lasteliy (mitochondrijos, lizo-  (mikrosomos, (r_lbosomos, virusai,
nuolauZos, branduoliai) somos, peroksisomos )  kitos smulkios dalelés)  didelés molekules)

NUOPYLOS NUOSEDOS
lasteliy homogenatas
. lasteliy branduoliai,
600xg 10 min ™ lasteliy nuolauzos
. mitochondrijos, chloroplastai,
10000xg 10 min. l lizosomos, peroksisomos

. plazminé membrana, endoplazminis

100000xg 10 mun. l — > tinklas, (mikrosomos), didelés

polisomos

300000xg 10 min. l — > ribosomy subvienetai,
mazos polisomos

CITOZOLIS

4.10 pav. Diferencinio centrifugavimo budu galima frakcionuoti lastelés organeles
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4.5.2. Centrifugavimas tankio gradientu

Suspendavimo terpés klampumas lemia dalelés sedimentavimo greiti (4.6 pav.).
Gradientas formuojamas i§ CsCl, sacharozés, Ficol, Percol ir kity medziagy. Gradienta
formuojancios medziagos tankis turi biiti mazesnis uz sedimentuojanciy daleliy tanki.

Gradientas gali biiti tolygus arba laiptinis. Tolygus gradientas savaime susidaro,
centrifuguojant klampy tirpala arba specialiai supylant komponentus. MaZiausias tirpalo
tankis mégintuvélio virSuje, didZiausias —
meégintuvelio dugne. Laiptinis gradientas

meéginys P .
e sudaromas atsargiai vienas ant kito
létai sedi- . Lo L.
centrifugavmas mentuojanti uzlaSinant skirtingo tankio tirpalus.
greitai sedi- Kartais taikoma vieno laiptelio tankio
~ mentuojanti

uztvara vienos rusies daleléems atskirti.
4.11. Centrifugavimas tankio Centrifuguojant tankio gradientu gauname

gradientu atskiras zonas (4.11 pav.).

Zoninis centrifugavimas. Centrifuguojama dazniausiai mazu (5-20 %) sacharozes
ar CsCl tankio gradientu. Méginys atsargiai uzlas§inamas ant suformuoto gradiento.
Vienodo dydzio ir formos dalelés po centrifugavimo sudaro zona, jos sustoja, kai yra
pusiausviros su terpe. Po centrifugavimo susidaro daug juosty, turinciy skirtingos mases
ir dydZio daleles. Po centrifugavimo meégintuvéelio dugnas praduriamas ir atsargiai
surenkamos frakcijos.

Vienodo tankio (izopikninis) centrifugavimas. Centrifuguojama dideliame
sacharozes arba CsCl tankio gradiente (20-70 %). Frakcionuojama atsizvelgiant i dalelés
tankj (daleliy mase¢ ir forma atskyrimui neturi jtakos). Méginys atsargiai uzlaSinamas
ant suformuoto gradiento. To paties tankio (buoyant density) dalelés po centrifugavimo
sudaro zong, dalelés ,,sustoja®, kai yra pusiausviros su gradientu. Po centrifugavimo
susidaro daug juosty, turinciy skirtingo tankio daleliy. Po centrifugavimo mégintuvelio
dugnas praduriamas ir atsargiai surenkamos frakcijos.

Centrifuginiai mégintuvéliai

Centrifuguojant frakcionuojama medZziaga biina suspenduota centrifuginiuose
mégintuveliuose. Labai svarbios centrifuginiy mégintuveéliy savybés — mégintuveliy
talpa ir medziaga, i$ kurios pagaminti meégintuveliai. Mégintuveliy talpa lemia didziausia
tirpalo tiirj, kurj galima mégintuvéliuose centrifuguoti. Medziaga, i§ kurios pagaminti
meégintuveliai, riboja centrifugavimo greitj ir taip pat centrifuguojamos medziagos
chemine sudétj. Yra keletas taisykliy, kurias zinant garantuojamas saugus darbas.
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Paprasto stiklo (Pyrex) mégintuvélai nerekomenduojami centrifuguojant didesniais
nei 2,000 X g pagreiciais. Corex stikliniai mégintuvéliai tinkami naudoti iki 15,000-
18,000 x g. PraktiSkesni, nors ir maziau inertiski, yra plastikiniai (polipropileno,
polistireno) ir nitroceliulioziniai mégintuvéliai. Polipropileniniuose mégintuvéliuose
galima saugiai centrifuguoti iki 20,000 X g. Dauguma ultracentrifuginiy mégintuveliy
pagaminti i§ nitroceliuliozés. Jie nelabai brangis ir gamintojai Siuos mégintuvélius
sitilo naudoti kaip vienkartinius. Lenteléje XX pateikti duomenys apie plastikiniy
megintuveliy tinkamuma centrifuguoti tam tikros cheminés sudéties tirpalus.

Saugaus darbo centrifugomis pagrindinés taisyklés:

* visi centrifugavimai didelio greicio centrifuga turi bati pazyméti centrifugos
naudojimo Zurnale. Prie§ pradédami darba perZiiirékite Zurnalo jraSus ir
jsitikinkite, kad centrifugavimas duota centrifuga yra saugus — nepaZeistas
rotorius, néra pastaby apie gedimus;

* pradédami centrifuguoti neZinoma centrifuga, pasitarkite su laborantu ar
destytoju;

* centrifuga jjunkite tik uzdare centrifugos dangti;

* centrifuguoti galima tik taisyklingai subalansavus centrifuginius mégintuvelius.
Dazniausiai tokio pat svorio centrifuginiai mégintuveliai dedami rotoriuje vienas
pries kita . Bikite labai atidas : 0,01g neatitiktis centrifuguojant 100000 X g
pagreiciu ekvivalentiSka 1 kg neatitikciai;

* centrifuguodami sulaukite, kol centrifuga pasieks nustatyta greiti;

* po centrifugavimo iSimkite rotoriy. ISvalykite.

4.6. Nelgstelinio ekstrakto frakcionavimo metodai

Ilga laika vienintelis budas iSfrakcionuoti nelastelinius ekstraktus buvo nusodinti
atskirus ekstrakto komponentus. Siandien nusodinimas daZniausiai taikomas norint
sukoncentruoti labai praskiestus vandeninius baltymuy tirpalus.

Méginys Nuosédos Nuosédos

Centrifugavimas
+ - +

Nusodinimo Tirpus Nuopylos
veiksnys ekstraktas
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4.12 pav. Baltymy nusodinimas 4.13 pav. Baltymy nusodinimas (NH,),SO,
organiniais tirpikliais

Veiksniai, kuriy poveikyje atskiros ekstrakto sudétinés dalys tampa maziau tirpios
ir nusodinamos yra labai jvairis: atSaldymas, ekstrakto pH ir joninés jégos keitimas,
organiniai tirpikliai, imunoprecipitacija ir kt. DaZniausiai baltymai nusodinami
organiniais tirpikliais (etanoliu, metanoliu, acetonu), druskomis (dazniausiai amonio
sulfatu) ir trichloracto rigstimi.

Mechanizmai, kurie lemia baltymy sulipima (agregacija) vandeniniuose organiniy
tirpikliy tirpaluose labai jvairtis. DidZiausig jtaka turi tirpalo dielektrinés konstantos
sumazejimas.

Inelastelinj tirpala ipylus organinio tirpiklio, sumazeja tirpalo dielektriné konstanta
(H,O dielektriné konstanta — 78.5; metanolio -32.6; etanolio —24.3). Juo maZesné
tirpalo dielektriné konstanta, juo lengviau skirtingai jkrautos molekulés saveikauja
viena su kita. Tokiu biidu molekulés sulimpa ir nuséda.

Su druskomis (pvz., (NH,),SO,) baltymu nusodinimas vyksta pagal du
mechanizmus. Pirmiausia, druskos anijonai baltymo molekul¢ daro maziau tirpia del
saveikos su teigiamai jkrautomis aminoriigs$¢iy liekanomis. Si saveika daug
veiksmingesné, kai pH<pl. Antra, baltymo molekulés dehidratuojamos (4.6.2 pav).

Pridétos i baltymo tirpala druskos jonai hidratuojami. MaZéja ,,laisvo® vandens
kiekis ir baltymo molekulés dehidratuodamos. Baltymy pavirSiuje esancios ir anksc¢iau
uzdengtos hidrofobinés ,,salelés” gali tarpusavyje sgveikauti. Todél baltymai sulimpa ir
iSkrenta nuosédomis— iSsiidomi.

4.6.1. Baltymy nusodinimas trichloracto riig§timi (TCA)

Metodas naudingas, kai reikia sukoncentruoti praskiestus baltymo tirpalus. Jis taikomas,
jai pavyzdziuose baltymo koncentracija nemazesné, nei Sug/ml.
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Darbo eiga:

1. I baltymo tirpalo jpilti 1/10 tirio 100% OCA.

2. Inkubuotileduose 30 min. arba 15 min., esant —20°C temperatirai.

3. 5 min. centrifuguoti didziausiu greiciu ependorfiniuose megintuvéliuose stalo
centrifuga

.Pipete paSalinti nuopylas (supernatant').

Gautas nuosedas galima:

Istirpinti 50 — 100 w1 0,1 N NaOH.

Keleta karty praplauti nuosédas 1ml etanolis—eteris miSiniu (1:1 v/v) , norint

N ke

visiSkai paSalinti rigstj, truputj padZiovinti ir iStirpinti norimame buferyje.
Trichloracto riigstis (TCA, CCl,COOH M,=163.39) laikoma tamsiame inde
traukos salygomis. RuoSiant 100 ml 100% (w/w) tirpalo reikia 68,78 gramus
rigsties iStirpinti 31,22 ml distiliuoto vandens.

Remiantis Bollag, D.M., Edelstein, S.J. (1991). Protein Methods. Wiley-Liss, Inc.,
New York, p.72 -3.

4.6.2. Baltymy nusodinimas amonio sulfatu

Metodas taikomas daugiau kaip 130 mety. Anksciau jis buvo vienas i placiausiai
naudojamy baltymy frakcionavimo biidu. Siuo metu metodas vertinamas kaip labai
pigus baltymy nusoedinimo biidas. Nusodinant baltymus gaunamas ir gryninimo poveikis,
t.y. nusodinant baltymus iS lasteliy ar audiniy ekstrakty amonio sulfatu galima tikétis
gauti 2-10 karty daugiau jsotintus tiksliniu baltymu ekstraktus.

Amonio sulfato koncentracija tirpale reiSkiama sotumo laipsniais arba sotumo
procentais. Pavyzdziui, 0,4 ir 0,6 atitinkamai 40% ir 60% yra santykiniai dydziai,
laikant kad 1,0 ir 100% atitinka visi$ka sotuma.

(NH,),SO,, M, =132,1 g/M, sociojo tirpalo koncentracija 4,1M (707 g I'!).
(NH,),SO, tirpumas beveik nesikeicia, keifiant temperatiira nuo 0 iki 30 °C.

Nors literattiroje galima rasti duomeny apie amonio sulfato koncentracijas, kurioms
esant baltymai iSkrenta nuosedomis, dazniausiai kiekvienu konkreciu atveju ,,bandymy
ir klaidy“ metodu yra parenkamos salygos.

4.3 lenteléje parodyti amonio sulfato kiekiai, reikalingi pasiekti 0-100% sotumus.

Amonio sulfato kiekij, reikalinga pasiekti atitinkamg sotumo laipsni, galima
apskaiciuoti i§ formulés

_ 0,5 1 SXVIX(PI'I _Prz )
1-(0,272xPry )

kur x —amonio sulfato kiekis (g), reikalingas norint pasiekti Pr, sotumo laipsni, V, -
pradinio tirpalo tiris, Pr; — pradinio tirpalo sotumo amonio sulfatu laipsnis, Pr, -
norimo tirpalo sotumo laipsnis.
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4.3 lentelé. (NH,),SO, kiekis (g I'!) reikalingas norint pasiekti norima sotuma
(procentais)

Galutiné koncentracija (%) [ 20 [30 [40 [50 [60 [70 [80 J90 [ 100

- Pridéto amonio sulfato kiekis (g 1)

Pradiné koncentracija |

0 107 [ 166 [ 229 1295 [ 366 | 442 | 523 [ 611 [ 707
10 54 [ 111 171 1236 [305 [ 379 | 458 | 545 | 636
20 - 56 | 115 [ 177 | 244 | 316 [ 392 | 476 | 565
30 - 57 [ 119 | 184 | 253 [ 328 | 408 | 495
40 - 59 122 [ 190 | 262 | 340 | 424
50 - 61 [ 127 197 | 272 | 353
60 - 63 | 131 | 204 | 283
70 - 66 | 136 | 212
80 - 68 | 141
90 - 71

Naudojant sotyji amonio sulfato tirpala reikalingas druskos tirpalo kiekis
apskaiciuojamas i§ formules:

V. = Vi x(Pr, —Pr; )
1-Pr,
kur V, — reikalingas sociojo amonio sulfato tirpalo tiiris (ml), V, — pradinis tirpalo
taris (ml), Pr, — pradinis sotumo laipsnis, Pr, — galutinis sotumo laipsnis. Cia Pr,irPr,
sotumo laipsnis i§reiSkiamas trupmeniniu sotumo laipsniu — S; = 0,4 = 40%

Darbo eiga:

1. Zinyne ar eksperimentiSkai nustatyti kurio sotumo laipsnio (NH,),SO,
nusodina tikslinj baltyma.

2. Ibaltymo tirpala maZais kiekiais, maiSant deti reikiama kiekj (NH,),SO,.

3. Nusodinimas pradedamas nuo didziausios (NH,),SO, koncentracijos, kuriai
esant tikslinis baltymas dar neiSstidomas.

4. Inkubuoti 30 min. nestipriai maiant, esant reikiamai temperatiirai.

5. Nuosédas atskirti centrifuguojant.

6. Jeinusodinimas laiptinis — j nuopilas déti kit porcija (NH,),SO, ir pakartoti
3—4 sk.procediiras.

7. Nupilti nuopilas.

8. Greitai centrifuguojant mégintuvelio dugne surinkti nuopily likucius ir paSalinti
pipete.

9. Tikslinj baltyma iStirpinti reikiamame buferyje.

Pastabos

* Dazniausiai, kai amonio sulfato koncentracija mazesné kaip 1 M (25% sociojo)
nuseéda tik labai didelés dalelés, sulipe arba labai dideli baltymai. Nusodinant
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laiptiSkai dazniausiai naudojama $i amonio sulfato koncentracijy serija: 0 M; 1 M
(25% sociojo); 1,6M (40% sociojo); 2,4M (60% sociojo); 3,2M (80% sociojo).
I baltymo tirpalg galima pridéti kristalinio amonio sulfato arba pilti so¢iojo
druskos tirpalo. Pirmasis biidas patogesnis, kai reikia pridéti didelius kiekius
amonio sulfato ir nenorima labai padidinti pavyzdZio tiirio. Visais atvejais druska
pridedama nepertraukiant maiSymo, kad nesusidaryty sritys, turincios didele
vietine druskos koncentracija.

Juo didesné tirpalo temperatiira, juo didesné tikimybe baltymams denattiruoti.
Dazniausiai i§stidymas atlickamas 0°C, tac¢iau (NH,),SO, stabilizuoja baltymus
ir stabdo bakterijy augima, todél kai kada baltymy i§sudymas atlickamas 25°C.
Atskiriant susidariusias nuosédas nuo likusio tirpalo dazniausiai uztenka 10
min 6000 X g, 4°C centrifugavimo. I$stidant baltymus i§ daugiau praskiesty
tirpaly ir naudojant didesnius druskos kiekius, kartais tenka centrifuguoti didesniu
greiciu ir ilgesni laika.

Kodél amonio sulfatas, o ne NaCl?

I$stidymo poveikis priklauso ne tik nuo druskos koncentracijos, bet ir nuo tirpalo
joninés jégos. Dél Sios prieZasties, esant vienodai molinei koncentracijai,
polivalentinai anijonai veiksmingesni nei monovalentiniai, o polivalentiniai
katijonai trukdo iSsiidymui. Taigi optimalus druskos derinys — polivalentinis
anijonas su monovalentiniais katijonais.

Maza amonio sulfato kaina.

I8stiidymo poveikis mazéja eiléje : Citratas> Sulfatas> Fosfatas> Chloridas>
Nitratas> Tiocianatas. Sia tvarka mazéja drusky stabilizacinis poveikis ir didéja
chaotropinés drusky savybés. Tuo biidu iSsiidyti tinkamiausios druskos — citratai
ir sulfatai.

Sulfatai yra tirpesni (pvz., kambario temperattiros salygomis amonio citrato ir
amonio sulfato sotieji tirpalai 2,51 ir 4,1 I atitinkamai).

NaCl tirpumas mazas.

Stabilizuojantis poveikis, kurj druska (esant koncentracijai, didesnei kaip 0,5M)
daro daugumai baltymy.

Sunkumai nusodinant baltymus amonio sulfatu.

1.

Amonio jonai trukdo tiksliai jvertinant nuosédose baltymo kiekj Bredfordo,
Louri metodais.

ISstidomi ne tik baltymai, bet ir kitos medZiagos, pvz., detergentai. Tween 20 ir
Triton X100 pradeda nusésti, kai amonio sulfato koncentracija Siek tiek didesné
kaip 1 M. Susidariusiy agregaty tankis maZesnis nei druskos tirpalo, todél
centrifuguojant Sie agregatai “pakyla”, kartu nusineSdami ir dalj baltymy.
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3.

4.6.3.

Baltymy, kuriy veikimui reikalingas Ca2*, negalima nusodinti amonio sulfatu,
nes kalcio sulfatas netirpus.

Baltymy nusodinimas etanoliu

Metodas daznai taikomas sukoncentruoti labai praskiestus vandeninius baltymy

tiraplus.

1.

nk W

NS Wwn AW

Déti 9 tiirius atSaldyto 100 % etanolio i 1 tiirj praskiesto baltymo tirpalo.
Sumaisyti tirpalus.

Palikti maziausiai 60 min. —20°C (dazniausiai tokie tirpalai palickami per naktj).
Centrifuguoti 15 min. 4°C didziausiu pagreic¢iu (=15000 g)

Pasalinti nuopilas, nusausinti nuosédas (apvertus mégintuvéli ant filtravimo
popieriaus).

Nuosédas perplauti 70 % atSaldytu etanoliu (-20°C). SumaiSyti, 5 min.
centrifuguoti didziausiu pagreiciu (15 000 g).

Nuosédas padziovinti kambario temperatiiroje arba speed-vac centrifugoje.
IStirpinti nuosédas norimos sudéties buferyje.

. Baltymy nusodinimas pariig§tintu acetonu ir metanoliu:

Paruosti partigstinta acetona: sumaisyti 120 ml acetono ir 10 ul HCI (HCl
koncentracija 1 mM).

Paruosti nusodinimo reagenta: sumaisyti lygius turius (1:1, v/v) pariigStinto
acetono ir metanolio. Laikyti —20°C.

SumaiSyti 1 tiirj praskiesto baltyminio tirpalo su 4 tiiriais nusodinimo reagento.
Palikti -20°C bent valandg. Galima laikyti per naktj.

Centrifuguoti 4°C 15 min. didziausiu pagreiciu (=15000 g).

Atsargiai nupilti nuopilas. Nusausinti mégintuvélj ant filtravimo popieriaus.
Nuosedas padZiovinti speed-vac centrifugoje arba kambario temperatiiros
salygomis.

IStirpinti nuosédas norimos sudéties buferyje.

4.6.5. Dialize

Po nusodinimo amonio sulfatu ir iStirpinus pasirinktame buferyje i§ tirpaly turi biti

pasalinta druska. Vienas i$ biidy tai padaryti — dializuoti tirpala prie$ buferi, kurio

drusky koncentracija maZa. Dializuojant tirpalus galima :

sumazinti druskos koncentracija tirpale;
gauti kitos sudéties baltymy tirpala;
i§ dializuojamuy tirpaly pasalinti detergentus, polisacharidus.
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a) dializés pradzia

Koncentruotas baltymy tirpalas dializés maiselyje (dializés mai$elio membranos
poros neleidzia baltymams pasklisti tirpale) dedamas i didelj tirj buferio, kurio drusky
koncentracija maza ir maiSant laikomas ilgg laika (16 — 24 val) (4.12 pav.). Per §j laika
tirpalas dializés maiSelyje susilygsvarina su buferiu — druskos koncentracija tirpale
sumazéja. Kai Sis pusiausvirinimo procesas pakartojamas keleta karty — pakeiciant
pusiasvirinimo buferj — pasiekiamas dializés tikslas — sumazinama druskos konentracija

baltymo tirpale.

Kartais dializés metu dalis baltymy iSkrenta nuosédomis. D¢l Sios prieZasties
dializuotas tirpalas daZniausiai centrifuguojamas, pasalinamos nuosédos, kad jos
netrukdyty velesnémis frakcionavimo stadijomis.

Pastabos

* Dializés maiSelio parinkimas. Dializés maiSeliai — tai cilindriSkos porétos
membranos. Siy pory dydis lemia molekuliy, kurios pereina membrang dyd;.
DaZniausiai gaminamos membranos, kuriy poros praleidZzia molekules,
mazesnéms uz 5 kDa, 10 kDa, 30 kDa, 100 kDa. Taigi, dializei parinkus
membrang pralaidziag molekuléms mazesnéms uz 30 kDa, visos nedidelés
molekulés, tame tarpe ir mazi baltymai, pasklis dializés buferyje — maiSelyje liks
baltymai ir molekulés, kuriy dydis didesnis kaip 30 kDa.

* Tinkamo dydzio dializés maiSelio parinkimas. MaiSelis parenkamas tokio dydZzio,
kad mazdaug trec¢dalis maiSelio tiirio likty nepripildyta dializuojamo tirpalo.
Dializuojant didelés druskos koncentracijos tirpalus ir naudojant nedidelés
joninés jégos pusiausvirinimo tirpalus, esant netinkamam maiSelio dydziui,
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(
- Y dializés

—T maiselis “—__|

: i buferis

koncentruotas |
| tirpalas

4.14 pav. Dializés schema

osmosings jégos gali suplésyti maisel].

b) pusiausvyra
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*. MaiSelio vienas galas uzspaudziamas spaustuku (arba uZriSamas siiilu), atsargiai
pripildomas dializuojamo tirpalo (vengiama jleisti oro burbuliuky), spaustuku
uzdaromas kitas maiselio galas (arba uzriSamas siiilu) ir dializés maiselis
dedamas i pusiausvirinimo buferj.

*. Pusiausvirinamojo buferio tiiris turi biiti bent 100 karty didesnis uz dializuojamo
tirpalo tarj. Dializé daZniausiai atlickama 4°C, taigi buferis prie$ darba irgi turi
biiti atSaldytas. Létai maiSant dialize atlieckama 12— 16 val. keleta karty pakeiciant
buferj.

* Po dializés maiSelis atsargiai iSimamas, atidarius viena maiSelio galg atsargiai
turinys perkeliamas i centrifuginj mégintuvel.

* Parduodami dvejopi dializés maiSeliai: sausi ar jdéti | tirpala, dZniausiai 25 %
etanolio. Sausos membranos pries darbg turi biiti paruostos.

Dializés maiSeliy paruoSimas

* I8virinti maiSelius dideliame tiiryje 2% (w/v) natrio karbonato ir 1 mM EDTA
pH 8,0 tirpalo.

* Gerai praplauti distiliuotu vandeniu.

* Virinti 10 min ImM EDTA (pH 8,0).

* AtSaldyti tirpala. Perkelti maiSelius j 25% EtOH ir laikyti 4°C iki prireiks.

* Prie§ naudojima gerai praplauti distiliuotu vandeniu.

4.7. Peramininimas

Peramininimo reakcija placiai paplitusi audiniuose. Beveik visos aminoriigStys
itraukiamos j Sias reakcijas. Ypac greitai peramininimo reakcijos vyksta dalyvaujant
dikarboksiaminoriig§tims (glutamo ir asparto) arba jas atitinkanc¢ioms o-ketono-
rugstims (o-ketoglutaro ir oksalatacto). Azoto apykaitos procesuosams didziausia jtaka
turi peramininimo reakcija - aminortigs¢iy sintezeés ir skilimo reakcija. Oksidazeés,
katalizuojancios oksidacinj aminortig§¢iy deamininima iki amoniako ir o-keto rugsciy,
fiziologinémis salygomis labai neaktyvios. Siy fermenty pH optimumas yra Sarminis.
Todeél aminoriigsStys, patekusios j organizma su maistu ir nesunaudotos baltymy ir kity
medZiagy sintezei, deamininamos netiesioginiu biidu. I§ pradZiy jos dalyvauja
peramininimo reakcijoje su a-ketoglutaro riigstimi. Susidariusi glutamo rugstis, veikiant
labai aktyviam fermentui glutamato dehidrogenzei, netenka amoniako ir virsta o-
ketoglutaro riigétimi. Sis procesas yra griztamas, todél amoniakas Zinduoliy audiniuose
galivirsti aminortigStimis. Veikiant glutamato dehidrogenzei, vyksta atvirkstiné reakcija
—a-ketoglutaro riigSties amininimas. Susidariusi glutamo riigStis peramininimo metu
perduoda azota kitoms aminoriig§tims. Biitent peramininimo metu ir susidaro tam
tikros aminortigstys, esant organizme pakankamam atitinkamy o-ketonoriigsciy kiekiui,
bei paruoSiamas aminoriigsciy anglies griauciai skaidyti.
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1|11 Iliz
+
H— ? —NH (lj =0
COO’ COO’
o-aminoragstis o-ketonoriigstis
Aminotransferaze
R 1 R 2
| | +
C=0 H _9 —NH3
I ]
Cco0O’ COO
o-ketonortigstis o-aminorugstis

Substratais peramininimo reakcijos metu gali biiti ne tik dikarboksiaminoriigStys
arba dikarboksiketonoriigStys. Galimos peramininimo reakcijos ir tarp monokarboksia-
minoriigsciy, ir monokarboksiketonortigi¢iy. Peramininimo reakcija yra griztamoji
fermentiné reakcija, kurios metu aminoriigSties aminogrupé pernesama ant o—ke-

tonortgsties.

Fermentai, katalizuojantys $ig reakcija, vadinami aminotransferazémis, arba trans-
aminazémis. Tai sudétingi baltymai, turintys kovalentiniu ry$iu, prie aminoriigsties lizino
e-aminogrupés prijungta kofermenta piridoksalfosfata. Piridoksalfosfatas fermentinés
reakcijos metu reaguoja su aminoriigstimi ir virsta piridoksaminofosfatu, kuris atiduoda
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aminogrupe o—ketonoriigi¢iai, o pats vél virsta piridoksalfosfatu. Sio proceso schema:

Prl
(.l“,H — CO0OH
N
0 0 |
Il CH
HO. . _CHO—P—OH + R'—C|‘H—NH2 == Ho._/ CHQ—C|J
. OH COCH - I Ho—p =0
H,C M H,C N |
OH
Piridoksalfosfatas Aminoraigstis L
Pl‘l
C —COO0OH
I
NH, N
| o |
CH, | H,0 CH,
R—Cc=0 + HO_ - CHQO—IT—OH F=—=Ho__ CHQ—?
| | |
COOH > OH " HO— P =0
H,Ct™ TN H,Coo TN |
a-ketonoriigstis Piridoksamino fosfatas 2l2;
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PTH
¢ — CODH
l
NH, 8
| 0 | 0
CH, I e I
HO CH,0—F—0H + R—C=0 =—= HO CH,0 —P —OH
T | T
- OH COOH e OH
HCT TN Hoo T
Piridoksaminofosfatas o-ketonoriigstis
A
(f H—COOH
N
I 0 H, 0 0
CH | H,0 I
HO.__-~. CH0 —1|3—0H F=—=HO._ . CHE—T—OH + R —C|H—NH2
R = | OH - | OH COOH
H,c” TN HC™ TN
Piridoksalfosfatas Aminoriigstis

Piridoksalfosfatas —ne tik aminotransferaziy, bet ir daugelio kity fermenty (dekar-
boksilaziy), katalizuojanciy tam tikrus aminortg$c¢iy katabolizmo procesus,
kofermentus. Reakcijy krypti ir fermenty veikimo savitumg visada lemia baltyminé
fermento dalis.

Su peramininimo procesu galima susipaZinti, nagrin€jant glutamo ir piruvo ragsciy
peramininima, dalyvaujant raumeny aminotransferazei.

CO0OH CO0OH
| |

<3|H—NT12 COOH C=0 COCH
| |

(|3H2 + =0 === <|:}12 + CH-NH,
|

CH, CH, CH, CH,

COCH COOH

glutamo rugstis piruvo ragstis a—ketoglutaro alaninas
rugstis
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?OO_ COO~
C|OO ) C=Q Aminotransferazé gy ItI—(lj —H (|IOO )
3 +
(Ij:O + (l:Hz (lle + H3N—(|3 —H
| |
CH, (lez $H2 CH,
COO COO
Piruvatas o—-ketoglutaratas Glutamatas Alaninas

Apie reakcijos intensyvuma galima spresti i§ alanino daugéjimo ar glutamo riigSties
kiekio maz¢jimo. Sie pokydiai kokybiskai matomi atliekant popieriaus chromatografija.
Kad nevykty glikolize, i reakcijos miSinj dedama monobromacto rigsties.

Medziagos ir reagentai:

1.

N i

Triusio raumenys (triusio raumenys 1,5 — 2,0 g) susmulkinami zirklémis ir/arba
skalpeliu, po to sutrinami porceliano léksteléje, pridedant nedidelj kiekj smélio).
1,0 % glutamo rigsties tirpalas.

1,0 % alanino tirpalas.

1,0 % piruvo riigsties tirpalas.

0,025 % monobromacto riigsties tirpalas.

0,1 % KHCO, tirpalas.

10,0 % trichloracto rugsties tirpalas.

Darbo eiga:

1.

I du mégintuvelius jpilama po 0,5 ml glutamo riigsties ir po 0,5 ml piruvo riigsties.
I kiekviena i§ §iy mégintuvelj pridedama po 1 ml 0,1% KHCO, (pH optimumui
sudaryti) ir po 0,25 ml 0,025% monobromacto rugsties (glikolizei sustabdyti).
I pirmaji mégintuvélj (kontrolinis mégintuvélis), ipilama 2 ml 10% trichloracto
rugsties.

I abu mégintuvelius pridedama po 500 mg triusio raumeny tyrelés.

. Abu mégintuvéliai inkubuojami 0,5 val. termostate (37°C).

Po 0,5 val inkubacijos i antraji mégintuvélj dedama 2 ml trichloracto riigsties
(fermentams inaktyvinti).
Abiejy megintuveéliy turiniai filtruojami ir filtratai tiriami popieriaus
chromatografijos metodu.

Chromatografijos eiga

1.

Ant chromatografinio popieriaus starto linijos viename taske uzlasinama keletas
lasy i$ pirmojo mégintuvélio (kontrolé), kitame - i§ antrojo mégintuvélio. Starto
linijoje uZlaSinami ir kontroliniy aminoriigdciy alanino ir glutamo ragsties
tirpalai.
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Glu Ala 1 2 :[:2cm

2. Kylamosios popieriaus chromatografijos sistema: izopropilo alkoholis:
amoniakas: vanduo (7:1:2) 15 — 18 val (per nakti).

3. Chromatograma iSdZiovinama, apipurskiama 0,1% ninhidrino tirpalu acetone
ir dziovinama 50°C temperatiiroje. Aminorigs¢iy vietos chromatogramoje
nusidazo violetine spalva.

4. Apskaic¢iuojamas kiekvienos aminoriigsties pasiskirstymo koeficientas ir
sprendziama apie peramininimo reakcijos eiga.

Kontroliniai klausimai :

1. Pakeiciamosios ir nepakei¢iamosios aminoragstys.
2. Amoniako paSalinimo keliai.

3. Piridoksalfosfato veikimo mechanizmas.

4.8. Alkoholio dehidrogenazés (ADH)
iSskyrimas is kepimo mieliy

Tikslas: iSgryninti alkoholio dehidrogenaze i§ kepimo mieliy ir nustatyti tam tikras
fermento charakteristikas
Alkoholio dehidrogenazé (ADH) katalizuoja §ia reakcija:

ADH

C,H,OH + NAD+* CH,CHO + NADH + H*

Alkoholio dehidrogenazé (EC 1.1.1.1) yra oksidoreduktazé (katalizuoja oksi-
dacijos—redukcijos reakcijas). Mieliy ADH molekuliné mas¢ yra 141 kDa. Fermento
molekulé sudaryta i$ 4 subvienety, ji turi 4 tvirtai suriStus Zn atomus. Kiekvienas
fermento subvienetas turi po dvi SH- grupes. Zinoma, kad aktyviame fermento centre
yra histidino liekana. Mieliy lastelése reakcijos pusiausvyra yra nukreipta acetaldehido
redukcijos iki etanolio kryptimi.

pH optimumas: etanolio oksidacija optimaliai vyksta pH 8,6-9,0.

Fermento aktyvikliai: merkaptoetanolis, ditiotreitolis, sunkiuosius metalus su-
riSantys junginiai.
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Substratinis savitumas: pirminiai alkoholiai daug geresni substratai nei antriniai
ar Sakotosios grandinés aktyviame fermento centre yra His liekana. Mieliy lastelése
reakcijos pusiausvyra yra nukreipta acetaldehido redukcijos iki etanolio kryptimi.

Inhibitoriai (slopikliai): sunkieji metalai ir -SH junginiai.

Stabilizatoriai: praskiesti fermento preparatai stabilizuojami pridedant serumo
albumino, Zelatinos ir/ar cisteino arba glutationo. Koncentruoti fermento tirpalai net
vandenyje stabilas keleta dieny 5°C . Jei pH mazesnis kaip 6,0, taip pat jei pH didesnis
uz 8,5, fermentas labai nestabilus. Liofilizuoti fermento preparatai laikomi 2-8 °C,
iSlieka stabilts 6-12 meénesiy.

Reakcijos greitis nustatomas matuojant NADH koncentracijos didéjima. Tai patogu
atlikti matuojant spektrofotometrijos biidu §viesos sugertj (absorbcija) esant §viesos
bangos ilgiui &€ = 340 nm.

Medziagos ir reagentai:

1. Dziovintos kepimo mielés, 100g.

2. 0,066 M K,HPO, — 300 ml.

3. 1 mM Kkalio fosfatinis buferis (pH 7,5) —1000 ml.

4.8.1. Alkoholio dehidrogenazés gryninimas

1. Dziovintos kepimo mielés uZpilamos 300 ml 0,066 M K,HPO, tirpalu ir mai$ant
inkubuojamos 2 val. 37°C. Vyksta lasteliy autolizé.

2. Suspensija paliekama stovéti 3 val. kambario temperatiiros salygomis. Taip
baltymai iStirpsta.

3. 30 min. centrifuguojama 600 X g 4°C.

4. Nuosédos iSmetamos, o nuopilos (supernatantas) vandens vonioje pakaitinamos
15 min. 55°C.

5. Suspensija staigiai atSaldoma leduose iki 0 —4°C.

6. Suspensija centrifuguojama 20 min. 6000 x g 49C.

7. Nuosédos iSmetamos, o nuopilos Saltame kambaryje ar Saldytuve (4°C) gali buti
paliekamos per naktj. Padedame 100 pl Sio tirpalo fermento aktyvumo ir baltymy
kiekiui nustatyti (I frakcija).

8. T gauta nuopila mazomis porcijomis, mai$ant, pilamas atSaldytas (-10-15°C)
acetonas. Nuopily ir acetono tiiriy santykis 1:0,5. Svarbu, kad suspensijos
temperatira biity ne didesné, kaip - 2°C.

9. Misinys centrifuguojamas 15 min. 6000 x g 0°C.

10. Nuosedos iSmetamos, o | nuopilas dar pilama atSaldyto atsetono. Nuopily ir
acetono tiriy santykis 1:0,6.
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11. Misinys centrifuguojamas 15 min. 6000 x g 0°C.

12. Nuopilos pasalinamas, o nuosédos suspenduojamos 25 ml 1 mM kalio
fosfatiniame buferyje, pH 7,5. Padedame 100 pl Sio tirpalo fermento aktyvumui
ir baltymy kiekiui nustatyti (II frakcija).

13. Suspensija dializuojama 3 val. 4°C prie§ 0,5 litro 1 mM Kkalio fosfatinio buferio
(pH 7,5), kas valanda kei¢iamas buferis.

14. Dializuota suspensija centrifuguojama 15 min. 15000 x g 49C.

15. Nuosédos pasalinamos, o j nuopilas (III frakcija), 1étai maiSant 4C, dedama
amonio sulfato. (Prie§ tai atidedame 100 ul III frakcijos tirpalo fermento
aktyvumui ir baltymy kiekiui nustatyti). I 10 ml nuopily dedama 3,6 g amonio
sulfato.

16. Po 20 min. inkubacijos centrifuguojama 20 min. 15000 x g 4°C.

17. Nuosédos tirpinamos 5 ml dejonizuoto vandens (IV frakcija: padedame 100 ul
Sio tirpalo fermento aktyvumui ir baltymy kiekiui nustatyti), pridedama 1g
amonio sulfato.

18. Po 20 min. inkubacijos centrifuguojama 20 min. 15000 x g 4°C.

19.1 nuopylas (V frakcija : atidedame 100 ul Sio tirpalo fermento aktyvumo ir
baltymo kiekio nustatymui), Iétai maisant dedama amonio sulfato iki 0,6 soties.

20. Po 20 min. inkubacijos centrifuguojama 20 min. 15000 x g 49C.

21.Nuosédos tirpinamos 1 ml dejonizuoto vandens (VI frakcija).

Pamatuojamas kiekvienos frakcijos tuiris, pamatuojama baltymo koncentracija,
nustatomas fermentinis aktyvumas.

4.8.2. Baltymo kiekio nustatymas frakcijose

Visose frakcijose pamatuojame baltymo koncentracija. Baltymy koncentracijos
nustatymas Bredfordo metodu aprasytas 5.5.2. skyriuje.

4.8.3. Fermento aktyvumo nustatymas

Pamatavus $viesos sugertj tam tikru laiko momentu, galima apskaiciuoti NADH
koncentracija reakcijos miSinyje tuo laiko momentu. Atsizvelgiant i Bero—-Lamberto
desnj, sugertj su medziagos koncentracija sieja §i priklausomybe:

A=a, XcXl,

kur A -sugertis, esant & = 340 nm, €, — molinés ekstinkcijos koeficientas (M! cm™),
¢ —koncentracija (M), 1 - $viesos nueitas kelias tirpale (cm).
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NADH atveju g, = 6220 M-! cm'!. Taigi NADH koncentracija apskai¢iuojama
pagal formulg:

c=A/a, xI

Alkoholio dehidrogenazés aktyvumo vienetas — fermento kiekis, kuris redukuoja
1pmol NAD™ per 1 min. jprastinémis salygomis.

Savitasis fermento aktyvumas iSreiSkiamas aktyvumo vienetais vienam mg
baltymo (U/mg).

Reagentai:

1.
2.
3.
4.

100 mM TRIS-HCI buferis, pH 8,8 .

25 mM Kkalio fosfato buferis pH 7,5.

1 mg/ml NAD (tirpinama 25 mM kalio fosfato buferyje, pH 7,5.
3 M etanolis.

Darbo eiga:

1.

I spektrofotometro kiuvete jpilama: 2,8 ml TRIS-HCI buferio pH 8,8 ; 0,1 ml
(100 ul) 3 M etanolio ir 0,1 m1 (100 pul) NAD* ir gerai iSmaiSoma.

Kiuveté dedama j spektrofotometro Sulinélj ir prietaisas kalibruojamas taip,
kad rodyty optinj tanki, lygy 0, esant bangos ilgiui A =340 nm .

Ipilama 10 — 50pl fermento tirpalo (I-VI frakcijos ) ir iSmatuojamas optinio
tankio pokytis kas 30 sek 2min. laikotarpiui.

Ivertinamas pradinis fermentinés reakcijos greitis ir apskai¢iuojamas savitasis
aktyvumas.

Savitasis aktyvumas i§reiSkiamas susidariusio per 1 min. NADH kiekio mikro-
moliais, skai¢iuojant mg baltymo:

AA340/min

vnt/mg-baltymo= .
6,22'xmg-baltymo/ml

Fermento gryninimo rezultatai pateikiami lenteléje (4.4 lentel¢)

4.4 lentelé. Alkoholio dehidrogenazés gryninimo eiga

Eilés | Gryninimo | Bendras Bendras Savitasis Bendras I$gryni- | Fermento
.. . baltymo | aktyvumas akty- . AU
Nr. Stadija taris /ml/ | . nimas iseiga
kiekis /g/ vat/mg vumas

1 I frakcija

2 II frakcija

3 111 frakcija

4 IV frakcija

5 V frakcija

6 VI frakcija
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Kontroliniai klausimai :

1.

Alkoholio dehidrogenazés savitumas.
2. Alkoholio dehidrogenazes struktiira.
3.

4. Fermenty gryninimo metodai.

Fermenty aktyvumo vienetai.

BIOCHEMIJOS LABORATORINIAI DARBAI
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5. Sviesos sugertis

5.1. Sviesos sugerties prigimtis

Sviesos sugerties prigimtj patogu aiskinti remiantis kvantinémis §viesos savybémis.
Sklindant $viesai medziaga jprastinémis salygomis Sviesos intensyvumas mazeja, nes
$viesos kvantai (fotonai) sukelia medziaga sudaranciy daleliy Suolius i§ mazesnés i
didesnés energijos lygmenis. Po dalelés saveikos su fotonu ji per§oka i aukstesnj energijos
lygmenj ir biina suzadinta, o fotonas iSnyksta. Suzadintos biisenos dalelé gyvuoja neilgai.
Ji atiduoda suzadinimui iSeikvotos energijos dalj ir perSoka j Zemesnj lygmenj. Jeigu
tokio Suolio metu yra iSspinduliuojamas fotonas, tai dalelei suzadinti sunaudota energija
vel virsta fotono energija. Taciau daZniausiai suZadinimo energija, dalelei perSokant i§
aukStesniojo lygmens | Zemesnijj, virsta kitomis energijos riiSimis, pavyzdZiui, Silumine,
del to mazéja medZiaga sklindancios Sviesos intensyvumas.

Sviesos, sklindancios per medziagg intensyvumo mazéjimas, vadinamas Sviesos
sugertimi. Jei sugeriama regimosios arba ultravioletinés spektro dalies Sviesa, tai
suzadinami elektronai perSoka j aukStesnj lygmeni, o veliau griZta i Zemesnj lygmenj.

Medziagos nevienodai sugeria skirtingy bangos ilgiy Sviesa. Medziagos sugerties
priklausomumas nuo bangos ilgio vadinamas medziagos sugerties spektru.

Vanduo nesugeria nei regimosios, nei ultravioletinés spektro dalies §viesos. Daugelio
medziagy tirpalai (pvz. hemoglobino, citochromo c) yra spalvoti, nes ju molekulés
sugeria regimaja Sviesa. Pavyzdziui, redukuotas citochromas c yra geltonas, jo sugerties
max yra 550 nm ir 420 nm - tai lemia hemo prostetine grupe, kuri yra chromoforas
(spalvos nesiklis). Kitos medziagos — nukleoriigstys, baltymai, NAD(H) sugeria
ultravioleting Sviesa. NADH ultravioletin€és Sviesos sugerties maksimumas yra ties 260 nm
ir 340 nm, o NAD* - tik ties 260 nm. Fermenty, pvz., nuo NAD priklausomy dehidroge-
naziy aktyvumas gali biiti vertinamas atsizvelgiant j Sviesos sugerties kitima ties 340 nm.

Sugertis

1 1 1 1 1 I I I I

220 240 260 280 300 320 340 360 380 bangos ilgis (nm)

5.1 pav. NAD* ir NADH optinio tankio priklausomumas nuo bangos ilgio A
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Bangos ilgis ties kuriuo yra didZiausias optinis tankis vadinamas A, . MedZiaga
gali tureti keleta sugerties maksimumy. Tuomet Zymime Ay A, Ajirt. t.
Junginiy sugerties spektrai gali biiti vartojami jiems nustatyti.

5.2. Kiekybiniai matavimai. Bero ir Lamberto désnis.

Isivaizduokime NADH tirpalg spektrofotometro kiuvetéje (plotis 1 cm). Pro ji yra
leidziama 340 nm monochromatiné ultravioletiné Sviesa.
Tegu krintancios Sviesos intensyvumas = I , o pragjusios Sviesos intensyvumas = I

I, I
Krintancios §viesos Pragjusios §viesos

ntensyvumas intensyvumas

Sviesos intensyvuma medziagoje apibiidina §viesos pralaidumas T. Jis lygus pro
medziagg praéjusios ir i medziaga kritusios $viesos intensyvumy santykiui:

T=—.
Iy
Daznai Sviesos pralaidumas iSreiskiamas procentais:

Sviesos pralaidumas priklauso nuo kiuvetéje esanéio tirpalo koncentracijos, tirpalo
sluoksnio storio ir §viesos bangy ilgio.
Sviesos pralaidumui atvirkitinio dydzio deSimtainis logaritmas vadinamas optiniu
tankiu A:

A=Igl/T=IgI /I

5.1 lentelé. Sviesos pralaidumo ir optinio tankio santykis

Krintancios Sviesos Praéjusios Sviesos Pralaidumas (T) .. .
. . . Optinis tankis (A)
intensyvumas intensyvumas procentais lo L/
1) D) Vi, h
100 100 100% 0
100 50 50% 0,3
100 10 10% 1.0
100 1 1% 2.0

T’ZLIOO%
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* Tirpalo optinis tankis yra tiesiog proporcingas medziagos, kuri sugeria $viesa,

koncentracijai (pavyzdziui, optinis tankis yra tiesiog proporcinga NADH

koncentracijai).

* Optinis tankis taip pat yra tiesiog proporcingas $viesos nueitam Keliui per

megini, t. y. spektrofotometro kiuvetés plogiui.

* Ekstinkcijos koeficientas € rodo tirpalo optinio tankio santyki su medziagos

koncentracija ir tirpalo sluoksnio storiu (t. y. $viesos nueitu pro tirpala keliu).

* Molinis ekstinkcijos koeficientas €. Jeigu medZiagos koncentracija yra vienas

molis/litre (molin¢), tuomet ekstinkcijos koeficientas vadinamas molinis

ekstinkcijos koeficientas ir Zymimas €,

Tiriamos medziagos kiekj tirpale galima nustatyti matuojant optintinj tankj ties

A, iT taikant Bero ir Lamberto désnj.

A=g, xexl;
¢ia A =optinis tankis,
c —koncentracija (mol/litre),
) —kelio ilgis (kiuvetés plotis) (cm)
€y —molinis ekstinkcijos koeficientas.

gy vienetai yra M~ em~!(t. y. litrai X mol™! x cm™'). NADH g, reik§mé yra

6220 M-t-cm~1.

Bero ir Lamberto deésnj galima pateikti grafiSkai kaip tiesiné priklausomybé A nuo c.

Esant A>1, optinio tankio priklausomumas nuo kon-
centracijos pasikeiéia, pasidaro nebe tiesinis. Kintant
bangos ilgiui &, molinés ekstinkcijos koeficientas kinta,
todél Bero ir Lamberto désnis galioja tik monochro-
matinei Sviesai. Daugumos gamtiniy medziagy €,,galima
rasti Zinynuose arba juos galima nustatyti matuojant
tikslios koncentracijos grynosios medziagos tirpalooptinj
tankj. Zinant medziagos €,,, lengvai galima nustatyti jos
koncentracija tirpale, matuojant tirpalo optinj tankj.
Pavyzdziui, aminortgsties triptofano tirpalo optinis
tankis ties 280 nm 1 cm kiuvetéje yra 0,167. Triptofano
gy ties 280 nm yra 5580 I-mol!-cm:

A=g,Xcx]
Pertvarkius lygti gaunama:

C = AleyXl

A

c
5.2. pav. Optinio tankio
priklausomumas nuo me-
dziagos koncentracijos
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Taigi:
C = 0,167/5580=3.0x10- mol‘l-!

Medziagu spektrines savybes keiciantys veiksniai. Tos pacios medZiagos A, ir
€ gali skirtis — tai priklauso nuo salygy — tirpalo pH, tirpiklio poliaringumo ir kt.

Tirpaly optinj tankj galima pamatuoti spektrofotometru arba fotokolorimetru.
Spektrofotometras yra naudojamas tirpalo optinio tankio matavimui ties tiksliu bangos
ilgiu. Fotokolorimetras yra paprastesnis instrumentas. Naudojant §viesos filtrus galima
pamatuoti tirpalo optinj tankj platesnéje spektro dalyje (t. y. zalios, raudonos, mélynos
regimosios $viesos spektro srityse).

Praktiski patarimai matuojant optinj tanki:

1. Spektrofotometro kiuvetes biina pagamintos iS stiklo (paprasto arba kvarcinio)
arba plastiko. Matuojant tirpalo optinj tankj regimosios Sviesos srityje, galima
naudotivisy riisiy kiuvetes. Tac¢iau matuojant optinj tankj ultravioletinéje $viesoje,
kai bangos ilgis trumpesnis kaip 300 nm, galima naudoti tik kiuvetes pagamintas
i§ kvarcinio stiklo. Kiuvetés turi baiti gerai iSplautos. Daugelis medziagy
(baltymai, nukleoriigstys) adsorbuojasi ant vidinio kiuveciy pavirSiaus ir sunkiai
iSsiplauna. Kiuveciy pavirsius turi buiti Svarus ir sausas. Galima liesti tik matinj
(neskaidry) kiuveciy pavirSiy. Biitina Zinoti kiuvetés ploti (dazniausiai 1cm).
Kvarcinés kiuvetés yra trapios ir brangios, todél biikite atidds.

2. Matuojant optinj tankj pirmiausia uzraSoma nuliné sugertis, t. y. pamatuojama
kontrolinés kiuvetés, kurioje yra tik tirpiklis, optinis tankis. Tai yra biitina, nes
dalj Sviesos sugeria kiuvetés medziaga ir tirpiklis. Atmetus kontrolinés kiuvetés
optinio tankio reikSmes (nusibrézus nuling linija), galima pamatuoti tiriamo
tirpalo tiksliy optinj tankj.

3. Jeigu matuojant spektrofotometru tirpalo optinis tankis A>1, tirpala reikia
praskiesti. Tac¢iau matuojant tirpalyoptinj tankj, kai spalva susidaré sureagavus
sandams (pvz., nustatant baltymy, angliavandeniy ir kity medziagy kiekius),
negalima skiesti tokio spalvoto tirpalo, nes tuomet praskiedZiama tiek tiriama
medZiaga, tiek reagentai. Tokiu atveju reikia praskiesti pradinj medZiagos tirpala
ir atlikti reakcija.

Literatira

1. Wilson K., Walker J. (2003) Principles and techniques of practical biochemistry,
479-485.
2. Reed R., Holmes D., Weyers J., Jones A. (2003) Practical skills in biomolecular

sciences
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5.3. Kokybinés aminoriigsciy atpaZinimo reakcijos.

5.3.1. Ninhidrino reakcija

Visos aminoriigstys, turincios laisva aminogrupe, reaguoja su ninhidrinu ir sudaro
melynos spalvos kompleksus. Prolinas ir hidroksiprolinas su ninhidrinu sudaro geltonos
spalvos kompleksus. Veikiant ninhidrinui, aminoriigStys oksiduojasi ir suskyla iki
amoniako, aldehido ir angliartigtés. Redukuotas ninhidrinas jungiasi su kita ninhidrino
molekule ir amoniaku, susidaro sudétingos struktiiros spalvotas junginys. Analogiskai
su ninhidrinu reaguoja laisvas aminogrupes turintys peptidai ir baltymai.

0
0]
4 H,0
1. R_$H_C\OH + .
NH, 0
0]
Aminorugstis Ninihdrinas

OH
//O
— NH; + H,CO; + R—C_ + ‘
OH
OH

Redukuotas ninhidrinas
2. + NH, ——
HO
OHO
@}Q
0] 0

Meélynos spalvos kompleksas

Reagentai

1. 0,1% aminorugsties tirpalas.
2. 1,0% baltymo tirpalas.

3. 0,1% ninhidrino tirpalas.
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Darbo eiga

1. Ivieng kiiginj mégintuvelj pilama 0,2 ml 0,1% aminoriigsties, j kita mégintuvelj
- 0,2 ml 1% baltymo tirpalo. I treciaji (kontrolini) mégintuvélj vietoje
aminorigsties jlasinama 0,2 ml vandens.

2. Ivisus mégintuvelius pilama po 0,1 ml 0,1% ninhidrino tirpalo ir uzvirinama.
Po 1-2 minuciy tirpalai, kuriuose buvo aminoriigstys, nusidazo melsvai. Laikant
spalva ryskeéja.

5.3.2. Reakcija su histidinu ir tirozinu (Paulio reakcija)

I Sarminj histidino, tirozino arba baltymo tirpala pridéjus diazoreagento, tirpalas jgauna
oranzine spalva. Reakcijoje dalyvauja aminoriigstys — tirozinas ir histidinas, kurios,
reaguodamos su diazobenzensulfonriigstimi, sudaro oranZinés spalvos azodaZziklj.

COOH
HZN—CH—CHﬁ:\ (|? B
N_ N + 2 O—SON:N + 2 Na,CO,
o
Histidinas Diazobenzensulfonriigstis

ol
CH;CH—COOH

N
1
O:S—<: :>—N:N
ON %\NI( I

Azodaziklis

Azodaziklio spalvos ryskumas priklauso nuo histidino ir tirozino kiekio. I8 visy i
baltymy sudét] jeinanciy aminoriig§¢iy Pauli reakcija vyksta tik su histidinu ir tirozinu.

Reagentai

1,0% sulfanilo riigsties tirpalas 2% druskos rugstyje.
5,0% natrio nitrito tirpalas.

10,0% natrio karbonato tirpalas.

0,1% alanino tirpalas.

1,0% kiausinio baltymo tirpalas.

I e
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Darbo eiga

1. I tris mégintuvelius jpilama po 0,1 ml 1,0% sulfanilo riigsties tirpalo ir 0,1 ml
5,0% natrio nitrito tirpalo. Reakcijos miSinys suplakamas.

2. 1 pirmaji mégintuvelj jpilama 0,2 ml 0,1% histidino, antraji mégintuvelj —
0,2 ml 1% kiauSinio baltymo, tre¢iaji mégintuveli — 0,2 ml 0,1% alanino tirpaly.

3. Ivisus mégintuvélius jpilama po 0,2 ml 10,0% natrio karbonato tirpalo.

Reakcijos miSinys pirmuose dviejuose mégintuvéliuose nusidazo rausvai oranZine

spalva.

5.3.3. Biureto reakcija peptidiniams rySiams nustatyti

Labai $arminéje aplinkoje Cu?* jonai, reaguodami su biuretu (H,N-CO-NH-CO-
NH,), oksamidu (H,N-CO-CO-NH,), peptidais ar baltymais, sudaro mélynai
violetinius ar raudonai violetinius kompleksus. Biureto reakcija lemia peptidiniy rySiy
buvimas. Kad susidaryty spalvotas kompleksas reikalingi maziausiai du peptidiniai
ry§iai. Manomo Cu?* ir peptido komplekso struktiira parodyta 5.4 pav.

5.4 pav. Manomas Cu?* ir peptidinio rySio kompleksas

Biureto komplekso spalva priklauso nuo vario druskos kiekio tirpale ir nuo medziagos
struktiiros. Baltymy irimo produktai peptonai sudaro rausvos spalvos kompleksus.

Magnio sulfatas ir amonio sulfatas tirpale trukdo biureto reakcijai. Esant amonio
druskoms, reikia imti didelj Sarmo pertekliy.

Reagentai

1. 1,0% kvieciy baltymas.

2. 1,0% kiausinio baltymas.

3. 0,1% aminortgsciy tirpalas.
4. 10,0% natrio hidroksidas.
5. 0,1% vario sulfatas.
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Darbo eiga

1.

I vieng megintuvelj jpilama 0,2ml 1,0% kvieciy baltymo, | antrajj mégintuvelj —
0,2 ml 1% kiausinio baltymo, i trecigji meégintuvelj — 0,2ml 0,1% aminoriigSties
tirpalo.

I visus megintuvélius jpilama po 0,2 ml 10,0% natrio hidroksido bei 1 —2 1aSus
0,1% vario sulfato tirpalo ir sumaiSoma.

Reakcijos miSinys pirmuosiuose dviejuose mégintuvéliuose nusidazo violetine

spalva.

Kontroliniai klausimai

1.
2.
3.

Kurios aminoriigstys dalyvauja Pauli reakcijoje? UZzraSykite jy struktiira.
Kodé¢l alaninas su vario jonais Sarmingje aplinkoje nesudaro spalvoto junginio?
Kurio metalo jonai dalyvauja susidarant kompleksiniam junginiui biureto
reakcijoje?

Kurios baltymy ir aminoriigs¢iy funkcinés grupés reaguoja su ninhidrinu?

Ar reaguoja su ninhidrinu jisy odos baltymai?

5.4. Kokybinés angliavandeniy nustatymo reakcijos

5.4.1. Selivanovo reakcija ketoheksozéms nustatyti

Selivanovo reakcija atliekama ketozéms pazinti. Fruktoze veikiant druskos riigstimi,

susidaro oksimetilfurfurolas, kuris su rezorcinoliu sudaro raudonos spalvos kon-

densacijos produkta. Sia reakcija galima atskirti gliukoze nuo fruktozés. Selivanovo

reakcija vyksta su disacharidais (pvz., sacharoze), i kuriy sudétj jeina fruktoze. Riigstinés

hidrolizés metu iSsiskiria fruktoze, kuri ir nusidaZo. Gliukozés tirpalas nusidaZo silpna

rausva spalva tik po ilgo virinimo su rezorcinoliu.

Reagentai

1.
2.
3.
4.

Tolenso reagentas (1,0% rezorcinolio tirpalas koncentruotoje druskos riigstyje).
1,0% sacharozes tirpalas.

1,0% gliukozes tirpalas.

1,0% fruktozeés tirpalas.

Darbo eiga

1.

I tris kiiginius meégintuvélius ipilama po 300 ul sacharozés, fruktozés ir gliukozés
tirpaly atitinkamai.

I'visus mégintuvélius jpilama po 100ul Tolenso reagento.

Leétai Sildant, tirpalas, kuriame istirpinta fruktoze ir sacharoze, nusidazo raudona
spalva. Reakcijos misinys, kuriame yra gliukoze, spalvoto junginio su Tolenso
reagentu nesudaro.
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5.4.2. Triomerio reakcija aldozéms nustatyti

Aldozés Sarminéje terpéje redukuoja dvivalencio vario hidroksida iki vienvalencio.
Susidares vienvalencio vario hidroksidas ir jo skilimo produktas vario oksidas yra
spalvoti junginiai. Reakcijos metu vyksta gliukozés oksidacija ir dvivalencio vario

hidroksido redukcija.
0
C<
[ H
HO —(ll —OH
HO —(ll —H
I
H—(ll —OH
CH,OH
Gliukozé
2CuOH
Reagentai

1. 1,0% sacharozgs tirpalas.
. 1,0% gliukozes tirpalas.

2
3. 10,0% natrio hidroksidas.
4

. 2,0% vario sulfatas.

Darbo eiga

|
—_—

oy
H—C—OH
CH,0H

0
| "OH
O(IIO
HO—C—H
OH

Gliukono raigstis

— Cu,0 + HO
Raudonas

+ 2CuOH + H,0
Geltonas

1. I'mégintuvelj jpilama 0,5 ml gliukozeés tirpalo ir 0,15 ml 10,0% natrio hidroksido

tirpalo.

2. Veéliau atsargiai laSinamas 2,0% vario sulfato tirpalas (20—40ul) tol, kol susidares
melsvas drumstumas, purtant mégintuveli, neiSnyksta.
3. Tirpalas paSildomas. Esant gliukozei, i§ pradziy susidariusios geltonos
vienvalencio vario hidroksido nuosédos virsta raudonomis vienvalencio vario

oksido nuosédomis.

4. AnalogiSkai, kaip ir 1 — 3 punktuose, atlickama reakcija su sacharozés tirpalu.
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5.5. Baltymy kiekio nustatymas

Baltymuy kiekiui tirpale nustatyti placiausiai taikomi kolorimetrijos metodai. Baltymo
tirpalg veikiant atitinkamu reagentu susidaro spalvotas junginys, kurio $viesos sugertis
nustatoma spektrofotometrijos biidu. Baltymo kiekis proporcingas spalvos rySkumui
ir nustatomas i$ kalibravimo kreivés. Kalibravimo kreivés dazniausiai paruoSiamos su
jaucio serumo albuminu. Taciau spalvos rySkumas priklauso nuo baltymo aminoriigiciy
sudéties, prostetiniy grupiy buvimo. Baltymy koncentracijai tiriamajame méginyje
nustatyti taikomi keli metodai: Sviesos sugerties matavimas ultravioletinéje spektro
dalyje, Bredfordo, Louri, bisinchoninés riigsties, biureto metodai.

5.5.1. Baltymy koncentracijos nustatymas, matuojant
ultravioletinés Sviesos sugertj ties 280 nm.

Aromatiniy aminoriigsciy triptofano ir tirozino liekanos baltymuose sugeria Sviesa
ties 280 nm. Metodas gana jautrus. Galima pamatuoti 10pg/ml — 1mg/ml baltymy
koncentracijas. Patogu, kad pamatavus sugertj, baltymy tirpalus galima toliau naudoti.
Metodas placiai taikomas baltymy, pragjusiy pro chromatografines kolonéles, kon-
centracijoms nustatyti. Tam tikry baltymy sugerties koeficientai skiriasi, taciau,
apytikriai, baltymy tirpalo, kurio sugertis A,¢,=1, koncentracija yra lygi Img/ml, jeigu
kiuvetes plotis lygus 1 cm.

Baltymy tirpaluose biina ir kity medziagy (pvz. nukleoriigs¢iy), kurios sugeria Sviesa
ties 280 nm ir trukdo tiksliai nustatyti baltymy kiekj tirpale. Matuojant baltyminiy tirpaly
sugertj ties 260 nm ir 280 nm, galima patikslinti baltymy koncentracija. Nustatyta, kad:

Baltymas (mg/ml) = 1,45 X A,q) = 0,74 X A,y

Peptidiniai baltymy rySiai sugeria §viesa ties 190 nm. Praktiskai baltymy sugertis
(pvz., frakcionavimo metu) matuojama ties 210 nm. Jei baltymo koncentracija lygi 1
ug/ml, tirpalo sugertis A,,, = 20. Sis metodas taikomas retai, nes matuojant sugertj ties
210 nm labai didelg jtaka turi Salutiniy medziagy sugertis.

Norint tiksliai nustatyti baltymo koncentracija dazniausiai taikomi Bredfordo ir
Louri pasitlyti metodai.

5.5.2. Baltymo kiekio nustatymas Bredfordo metodu.

Baltymai jungiasi su Kumasi briliantinio mélio dazikliu ir matuojamas susidariusio
komplekso spalvos intensyvumas. Gryno daziklio katijoniné forma sugeria $viesa ties
470 nm ir 650 nm, o susijungusi su baltymo arginino ir aromatinémis aminoriig§timis
anijoniné daziklio forma sugeria $viesa ties 595 nm. Sis metodas yra paprastas, greitesnis
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negu Louri. Spalvotas junginys susidaro greitai ir yra stabilus. Galima nustatyti 1 — 10

pg/ml baltymy koncentracijas. Taciau susidariusio komplekso spalvos rySkumas

priklauso nuo baltymo sudéties. Glicerolis, detergentai, &-merkaptoetanolis, acto

rigstis, amonio sulfatas, TRIS ir tam tikri Sarminiai buferiai taip pat turi jtakos

spalvotam kompleksiniui junginiui susidaryti. Daziklis gana tvirtai prilimpa prie

kvarciniy kiuveciy pavirSiaus ir sunkiai nusiplauna.

Reagentai

1.

0,5 mg/ml jaucio serumo albumino tirpalas — 2 ml. Laikyti — 20°C temperatiiros
salygomis.

0,15M NaCl tirpalas, 50 ml.

Kumasi briliantinio mélio G250 daziklio tirpalas: 50 mg Kumasi briliantinio
melio G250 iStirpinama 25 ml 95% etanolio ir jpilama 50 ml 85% fosforo
riigsties. Ipilama vandens iki 0,5 litro. Filtruojama. Laikoma 4°C temperattiros
salygomis.

Darbo eiga

Visiems kalibravimo kreivés taskams nustatyti procediira atliekama po 2 kartus.

1.

I 8 mégintuvelius jpilama atitinkamai po 10, 20, 30, ir 40 pl jaucio serumo
albumino tirpalo ir i visus jpilama iki 100 ul 0,15 M NaCl tirpalo. I kontrolinius
(9,10) mégintuvélius jpilama tik po 100 wl 0,15 M NacCl tirpalo.

I'visus mégintuvélius jpilama po 1,0 ml Kumasi briliantinio mélio G 250 tirpalo
ir sumaiSoma.

Laikoma 2 min. kambario temperatiiros salygomis.

Spektrofotometru pamatuojama sugertis ties A = 595 nm (A ) ir braizoma
kalibravimo kreivé. Ant ordinaciy aies paZymima sugertis (Asys), 0 ant abscisiy
- baltymo kiekis (ug).

I 50 pl nezinomos koncentracijos baltymo tirpala ipilama iki 100 pl 0,15 M
NaCl tirpalo, 1,0 ml Kumasi briliantinio melio G 250 tirpalo ir sumaiSoma.
Laikoma 2 min. kambario temperatiiros salygomis. Spektrofotometru pama-
tuojama Ay, baltymo kiekis nustatomas i§ kalibravimo kreivés. Jeigu ma-
tuojamojo baltymo sugertis yra didel¢ ir nustatyti duomenys nepatenka i ka-
libravimo kreives ribas, tada nezinomos koncentracijos baltymas pras-
kiedziamas ir matavimas kartojamas. Susidarius spalvotam junginiui tirpalo
skiesti negalima.
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5.5.3. Baltymo kiekio nustatymas Louri metodu

Tai jautrus, anks¢iau placiai taikytas metodas, kuriuo galima nustatyti 1 — 20 pg/ml
baltymy koncentracijas. Reaguojant Folino ir Ciokateu reagentui (misinys natrio
tartrato, molibdato ir fosfato kartu su vario sulfato tirpalu) su peptidiniais baltymy
rySiais ir tirozino aminortig$¢iy liekanomis, susidaro spalvoti kompleksiniai junginiai,
kuriy sugertis matuojama ties 750 nm. Jautrumas skirtingiems baltymams beveik
nesiskiria. Taciau yra daug medZiagy, kurios turi jtakos spalvotam kompleksiniam
junginiui susidaryti. Tokios medZiagos yra detergentai, denatiiruojantys veiksniai, tam
tikri buferiai(TRIS, Pipes, Hepes) ir sieros turintys junginiai. Baltymo nusodinimas
deoksicholatu/trichloracto riigStimi, padeda iSvengti dalies medZiagy neigiamos jtakos.
Susidares spalvotas kompleksinis junginys yra stabilus (A5, mazéja 1- 2% laikant 1
valanda kambario temperatiiros saglygomis).

Reagentai

1. 0,5 mg/mljaucio serumo albumino tirpalas — 2ml. Laikyti — 20°C temperattros
salygomis.

2. 0,8 M NaOH.

10,0% natrio dodecilsulfato tirpalas.

4. Vario tartrato/karbonato (CTC) tirpalas.
a) CTC pradinis tirpalas: 1 50 m1 0,2% CuSO,xH,0, 0,2% kalio tartrato tirpala

létai jpilama, stipriai maiSant, 50 ml 20% natrio karbonato tirpalo. CTC

e

pradinis tirpalas yra tinkamas naudoti 8 savaites, laikant kambario
temperatiiros salygomis.

b) CTC darbinis tirpalas: vienodais tiiriais sumaiSomas CTC pradinis tirpalas,
0,8 M NaOH, 10% natrio dodecilsulfato tirpalas ir vanduo. Sis reagentas yra
stabilus kambario temperatiiros salygomis 1 — 2 savaites.

5. Folino ir Ciokateu reagentas. Reagento paruo§imas: apvaliadugnéje kolboje
700ml vandens iStirpinama 100 g Na,WO,x2H,0 ir 25 g Na,MoO,x2H,0.
Pilama 50ml 85% fosfato rugsties ir 100 ml koncentruotos druskos riigsties.
Prijungiamas Lybigo kondensatorius ir miSinys 10 valandy virinamas. Dedama
150 g li¢io sulfato, 50 ml vandens ir keli bromo lasai. Nuémus Libicho Saldytuva,
15 min. virinama traukos spintoje. Tokiu biidu paSalinamas bromo perteklius.
Tirpalas atausinamas ir pripilama vandens iki 1 litro. Filtruojama pro stiklo
filtra. Visy Sio reagento ruoSimo stadijy metu tirpalo spalva turi biiti geltona. Jei
miSinys turi Zalsva atspalvi, vadinasi, $is reagentas buvo ruoSiamas i§ neSvariy
medziagy. DaZniausiai tai jvyksta dél tam tikry katijony priemaiSy druskos
riigétyje. Paruostas Folino ir Ciokateu reagentas titruojamas 1 M §armo tirpalu
ir nustatoma jo koncentracija. Folino ir Ciokateu reagentas laikomas tamsaus
stiklo butelyje.
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Darbo eiga
Visiems kalibravimo kreivés taskams nustatyti procediira atliekama po 2 kartus.

1.

2.
3.
4.

I8 mégintuvelius jpilama atitinkamai 10, 20, 30, ir 40 pl jaucio serumo albumino
tirpalo ir j kiekvieng vandens iki 200 ul. I kontrolinius (9, 10 mégintuvélius)
pilama tik 200 ul vandens.

I visus mégintuvelius jpilama po 200 ul CTC darbinio tirpalo ir sumaiSoma.
Megintuvéliai laikomi 10 min. kambario temperatiiros salygomis.

Pilama 100 ul 0,4 N Folino ir Ciokateu reagento ir nedelsiant sumai§oma.

Meégintuveliai laikomi 30 min. kambario temperatiiros salygomis.

5.

5.5.4.

Fotoelektrokolorimetru pamatuojama sugertis ties 750 nm (A ir braiZzoma
kalibravimo kreivé. Ant ordinaciy aies paZymima sugertis (A5,), 0 ant abscisiy
—baltymo kiekis (ug).

I du mégintuvélius, turincius po 50 pl nezinomos koncentracijos baltymo tirpalo,
pilama vandens iki 200 pl, 200 ul CTC darbinio tirpalo ir sumaiSoma. Laikoma
10 min. kambario temperatiiros salygomis. Ipilama 100 ul 0,4 N Folino ir
Ciokateu reagento, nedelsiant sumai$oma. Laikoma 30 min. kambario tempe-
ratiiros salygomis. Fotoelektrokalorimetru pamatuojama A.. Baltymo kiekis
nustatomas i§ kalibravimo kreivés. Jeigu matuojamojo baltymo sugertis yra
didelé ir nustatyti duomenys nepatenka j kalibravimo kreivés ribas, tada
nezinomos koncentracijos baltymas praskiedziamas ir matavimas kartojamas.
Susidarius spalvotam tirpalui negalima skiesti tirpalo.

Baltymo kiekio nustatymas
bisinchoninés rigsties (BCA) metodu

Sis metodas panasus j Louri metoda, ta¢iau jautresnis. Juo galima nustatyti 0,5 pg/ml

baltymy koncentracijas. Bisinchoninés riigsties natrio druska gerai tirpsta vandenyje,

yra stabili, Sarminéje aplinkoje sudaro su Cu'* jonais kompleksinj, ry$kiai raudonos

spalvos junginj. Idéjus baltymo tirpalo susidaro naujas kompleksinis junginys su Cu®*

jonais, kurio spalvos rySkumas yra susijes su baltymo koncentracija tirpale. Tirpalo

Sviesos sugertis matuojama ties 562 nm. BCA metodas maZiau jautresnis jvairioms

priemaiSoms negu Louri metodas.

Reagentai

1.

0,5 mg/ml jauc¢io serumo albumino tirpalas — 2 ml. Laikomas — 20°C
temperatiiros salygomis.

2. Reagentas A — 200 ml (stabilus kambario temperatiiros salygomis ilgg laika).

Tirpalo sudétis:1% BCANa,, 2% Na,CO;, 0,16% Na, tartratas, 0,4% NaOH,
0,95% NaHCO,. I8tirpinus reagentus apytikriai 150 ml vandens, koncentruotu
NaOH tirpalu pasiekiamas pH 11,25 (BCA optimumas), véliau dejonizuotu
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H,0 tirpalas praskiedZziamas iki 200 ml.
Reagentas B — 5 ml (stabilus kambario temperatiiros salygomis ilga laika).
4% CuSO x5H,0.
Standartinis darbinis reagentas (S-DR)
S-DR = 100 tariy A + 2 turiai B.
Ruosiamas kas savaite. Spalva Zalsva.

Darbo eiga

Visiems kalibravimo kreivés taSkams nustatyti procediira atliekama po 2 kartus.

1.

e

I8 mégintuvélius pilama atitinkamai 10, 20, 30, ir 40 pl jaucio serumo albumino
tirpalo ir i kiekviena vandens iki 50 ul. I kontrolinius mégintuvélius (9,10)
pripilama tik 50 pl dejonizuoto vandens.

I visus mégintuvélius jpilama 950ul S-DR tirpalo ir sumaiSoma.

Laikoma 30 min., 37°C temperatiiros salygomis.

Atvésinama iki kambario temperatiiros, palaikant megintuvelius S min. kambario
temperatiiros salygomis.

Tirpaly sugertis matuojama spektrofotometru ties A=562 nm, i§ gauty duomeny
braizoma kalibravimo kreive. Ant ordinaciy aSies atidedama sugertis (As,), 0
ant abscisiy — baltymo kiekis (ug).

I mégintuvelj jpilama 50ul tiriamo baltymo tirpalo ir 950ul S-DR tirpalo. Su-
maisius turi atsirasti rausva spalva. Laikoma 30min, 37°C temperaturoje. Atvé-
sinama iki kambario temperatiiros, palaikant mégintuvélius 10 min. kambario
temperatiiroje. Tirpaly sugertis matuojama spektrofotometru ties A=562nm.
Tiriamo baltymo kiekis nustatomas i$ kalibravimo kreivés. Jeigu matuojamojo
baltymo sugertis yra didelé ir gautas rezultatas nepatenka j kalibracinés kreives
ribas, tada nezinomos koncentracijos baltymas praskiedziamas ir matavimas
pakartojamas. Negalima skiesti tirpalo, kai jau susidaré spalvotas junginys.

5.5.5. Baltymuy kiekio nustatymas biureto metodu

Reaguojant vario jonams su peptidiniu rySiu, susidaro violetinés spalvos kompleksinis
junginys. Si spalviné reakcija taikoma baltymy kiekiui nustatyti. Reakcija su biureto
reagentu yra maziau jautri, negu su Folino reagentu arba BCA. Taciau, ja atliekant,
galima nustatyti didesnius baltymo kiekius. Amonio jonai, TRIS, sacharoze, glicerolis
trukdo reakcijai, nes keicia kompleksinio junginio spalva. Lipidai ir detergentai gali
sudrumsti tirpalus.

Reagentai

1.

0,5mg/ml jaucio serumo albumino tirpalas — 2 ml. Laikyti —20°C temperatiiros
salygomis.
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2.

Biureto reagentas — 250 ml. 2,25 g NaK tartrato, 0,75 g CuSO,%x5H,0, 1,25 g
KJ paeiliui iStirpinami 100 m1 0,2 M NaOH. Ipilama vandens iki 250 ml. Jeigu
susidaro juodos nuosédos, nufiltruojama.

Reagentas laikomas polietileniniame inde.

Darbo eiga

Visiems kalibravimo kreivés taskams nustatyti procediira atliekama po 2 kartus.

1.

I 8 mégintuvelius jpilama 20, 50, 100 ir 200 pl jaucio serumo albumino tirpalo
ir i kiekvieng jpilama vandens iki 200 pil. I kontrolinius (9, 10 mégintuvélius)
ipilama tik 200 pl vandens.

[ visus mégintuvelius jpilama po 800 il biureto reagento ir sumaiSoma.
Tirpalai laikomi kambario temperatiiros salygomis 15 min.

Tirpaly sugertis matuojama spektrofotometru ties A? 650 nm, i§ gauty duomeny
braizoma kalibravimo kreivé. Ant ordinaciy aSies pazymima sugertis (As,,), 0
ant abscisiy — baltymo kiekis (ug).

I'mégintuvel]j jpilama 50il tiriamo baltymo tirpalo, 150 ul vandens ir 800 pl Biureto
reagento. Méginys laikomas kambario temperatiiros salygomis 15 min. ir sugertis
matuojama spektrofotometru ties A = 540 nm arba kalorimetru ties 540—-650 nm.
Tiriamo baltymo kiekis nustatomas i§ kalibravimo kreivés. Jeigu matuojamo
baltymo tirpalo sugertis yra didelé ir nustatyti duomenys nepatenka j kalibravimo
kreives ribas, tada nezinomos koncentracijos baltymo tirpalas yra praskie-
dZiamas ir matavimas kartojamas. Susidarius spalvotam junginiui, negalima
skiesti tirpalo.
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Kontroliniai klausimai:

1. Kurios medziagos trukdo baltymo kiekj nustatyti Bredfordo metodu?

2. Kaip spektrines medziagy savybes lemia terpés riigStingumas?

3. Tirpalo koncentracijos priklausomumas nuo Sviesos sugerties. Bero ir Lamberto
désnis.

4. Kurios aminoriigStys sugeria §viesg ties 280 nm ?

5. Kurios medZiagos daznai trukdo matuoti baltymy sugertj ultravioletinéje srityje?

6. Kokio bangos ilgio Sviesa sugeria peptidiniai rySiai ?
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6. Baltymy ir peptidy merkaptogrupiy nustatymas

Biologinis baltymy aktyvumas ir makromolekuliné jy struktiira pasikeicia, oksiduojant
arba blokuojant baltymy merkaptogrupes (-SH). Sios grupés gali jeiti j aktyvy fermento
centra ir dalyvauti katalizéje. Jos sudaro disulfidinius rySius ir palaiko baltymo tretine
struktiirg. Daugelio fermenty aktyvumas yra slopinamas oksiduojant SH grupes ar
blokuojant jas tam tikrais veiksniais. Merkaptogrupés jtraukiamos j tam tikras chemines
reakcijas (acilinimo, oksidacijos, alkilinimo, toliaty susidarymo). Be to SH grupés
sudaro vandenilinius rySius.

Merkaptogrupéms nustatyti taikomi Sie metodai: 1) amperometrinis titravimas,
naudojant sidabro nitrata; 2) spektrofotometrinis titravimas su p-chlormerkurabenzoatu
(pCMB) arba 5,5’—ditio-bis(2-nitrobenzenkarboksiriigStimi) — Elmano reagentu.

6.1. Merkaptogrupiy nustatymas baltymuose arba
peptiduose titruojant su p-chlormerkurabenzoatu

p-chlormerkurabenzoatas su laisvomis baltymy ar peptidy SH grupémis sudaro
toliato kompleksa, kurio $viesos sugerties maksimumas yra ties 250 nm. Matuojant
Sviesos sugertj ties 250 nm galima nustatyti SH grupiy kiekj tenkantj 1 moliui baltymo.

RSH + CI—HQ@COO' —_— RS—H@COO' + HCI

p-chlormerkurabenzoatas

6.1.1. p-chlormerkurabenzoato tirpalo paruoSimas ir
jo koncentracijos nustatymas spektrofotometrijos biidu

Norint nustatyti baltymy SH grupiy skaiciy, reikia zinoti tikslia p-chlormerkurabenzoato
tirpalo koncentracija. p-chlormerkurabenzoato §viesos sugerties maksimumas yra ties
232 nm. pCMB molinés ekstinkcijos koeficientas ,,=1,69x 10*M-'cm~!. Pamatavus
p-chlormerkurabenzoato tirpalo Sviesos sugerti ties 232 nm, atsiZzvelgiant | Bero ir
Lamberto désnj, galima apskaiciuoti p-chlormerkurabenzoato tirpalo koncentracija.

Reagentai:

1. 5x10* M p-chlormerkurabenzoato tirpalas, 10 ml.
2. 0,5 M KCl tirpalas (pH 7,6), 25 ml.

3. 2,0 M KOH tirpalas, Sml.

4. 0,5 M HCl tirpalas, Sml.
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Darbo eiga:

1.

Pasvertas p-chlormerkurabenzoatas suberiamas j 10 ml kolbute, pilama 5 ml
distiliuoto vandens, pasarminto 2 M KOH iki pH 11(matuojama su indikatoriniu
popieréliu).

I p-chlormerkurabenzoato tirpala maiSant pamazu lasinamas 0,5 M HCl tirpalas,
kol pasiekiama pH reikSmée lygi 7,6 (matuojama pH metru). JlaSinus per daug
rugsties iSkrenta pCMB nuosédos ir tirpalas susidrumscia. ParuoSus skaidry pH
7,6 tirpala, pilamas distiliuotas vanduo iki 10 ml

I dvi spektrofotometro kiuvetes pilama po 2,8 ml KCl tirpalo.

Ivieng kiuvete (antroji yra kontrolin¢) pilama 0,05 ml p-chlormerkurabenzoato
tirpalo ir kruopsciai sumaiSoma.

Pamatuojama tirpalo Sviesos sugertis ties 232 nm.

I kiuvete dar tris kartus jpilama po 0,05 ml p-chlormerkurabenzoato tirpalo,
kruopsciai sumaisoma ir kiekvieng karta pamatuojama tirpalo Sviesos sugertis
ties 232 nm.

pCMB tirpalo koncentracija apskai¢iuojama po kiekvieno p-chlormerku-
rabenzoato tirpalo pridéjimo:

Arzy x (2,8 + V)
C = —
PCMB 1,69 x 104 x V

¢ia A, —S8viesos sugertis, V — pridéto pCMB tirpalo tiris.

6.1.2. Glutationo merkaptogrupiy nustatymas

Reagentai:

1.
2.
3.

1x10-3M redukuoto glutationo tirpalas, 2 ml.
5%10~*M p-chlormerkurabenzoato tirpalas, 1 ml.
0,5 M KCl tirpalas (pH 7,6), 25 ml.

Darbo eiga:

1.

I spektrofotometro kiuvete pilama 0,1 ml 1x10-3M redukuoto glutationo tirpalo
ir 2,7 ml 0,5M KCl tirpalo.

I kontroling kiuvete jpilama 2,8 ml 0,5 M KCl tirpalo.

I abi kiuvetes ipilama po 0,04 ml p-chlormerkurabenzoato tirpalo ir kruopsciai
sumaiSoma.

4. Po 2 min. matuojama Sviesos sugertis ties 250 nm.

Tris kartus j abi kiuvetes pilama po 0,04 ml p-chlormerkurabenzoato tirpalo,
kruopsciai sumaiSoma.
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6. Po 2 min. matuojama $viesos sugertis ties A,
250 nm.

7. p-chlormerkurabenzoato tirpalo priedy
tliris sumazinamas iki 0,02 ml, o po dviejy
karty iki 0,01 ml

8. Po 2 min. matuojama $viesos sugertis ties

250 nm. pCMB turis, ml
Matavimai baigiami, kai po naujos p-chlor- .
6.1 pav. Merkaptogrupiu

merkurabenzoato tirpalo porcijos pridéjimo titravimo kreivé

tirpalo Sviesos sugertis nebesikeicia.

9. NubréZiamas Sviesos sugerties A,, priklausomumo nuo
prideto p-chlormerkurabenzoato tirpalo tirio grafikas. Nustatomas p-
chlormerkurabenzoato tirpalo tiiris, atitinkantis kreivés lizio taska.

Ekvivalentiniame taske yra susijungusios visos SH grupés. Atsizvelgiant j sunaudoto
p-chlormerkurabenzoato kiekij galima apskaiciuoti SH grupiy kieki, esantj 1 mol redu-
kuoto glutationo: C, «V,
n— ———,

C,xV,
n—- merkaptogrupiy kiekis, esantis 1 mol glutationo.
C, - tiriamos medziagos (glutationo) pradiné koncentracija.
V, — tiriamo tirpalo tris.
C, - pradin¢ pCMB koncentracija.
V, — pridéto pCMB tirpalo tiiris ekvivalentiniame taske.

6.1.3. Merkaptogrupiy nustatymas baltymuose

Reagentai:

1. 1 mg albumino, istirpinto 1 m1 0,5 M KCl, 10ml.
2. 5x10~*p-chlormerkuribenzoato tirpalas, 1ml.
3. 0,5 M KCl tirpalas (pH 7,6), 25 ml.

Darbo eiga:

1. Iviena spektrofotometro kiuvete jpilama 2,8 ml baltymo tirpalo, o j kita, kon-
troling — 2,8 ml 0,5M KCl tirpalo.

2. Potojabikiuvetes jpilama po 0,04 ml 5x 10~ p-chlormerkurabenzoato tirpalo,
gerai iSmaiSoma.

3. Po 2 min. pamatuojama Sviesos sugertis ties 250 nm.

4. Analogiskai glutationui nustatomas SH grupiy kiekis albumine. Nubréziama
SH grupiy titravimo kreive, nustatomas ekvivalentinis taskas, apskai¢iuojamas
merkaptogrupiy kiekis, tenkantis vienam moliui baltymo.
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6.1.4. Slapalo poveikis SH grupiy kiekiui baltymo molekuléje.

Darbo eiga

1. T tris megintuvélius jpilama po 1,5 ml baltymo tirpalo ir 1,5 ml 2M, 4M, 6M
Slapalo tirpaly atitinkamai.

2. Inkubuojama 5 min. kambario temperatiiros salygomis.

3. Po inkubacijos nustatomas merkaptogrupiy kiekis visuose trijuose meégin-
tuveliuose.

4. NubraiZzomas grafikas, atspindintis SH grupiy kiekio priklausomuma nuo Slapalo
koncentracijos.
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7. Chromatografija

Chromatografija — junginiy iSskyrimo i§ miSiniy, jy gryninimo ir analizés metodas.

Chromatografijos pradininkas yra rusy botanikas Michailas Cvetas. Tai pirmasis
mokslininkas, kuris 1903 m. sékmingai iSskyre kelis augaly pigmentus, miSinj
praleisdamas pro kalcio karbonato kolonéle. Jis jrode, kad chlorofilas néra vienintelis
augaly pigmentas. Siuo metu chromatografijos technika yra labai tobula. Naudojamos
automatizuotos sistemos, padedancios iSgryninti ne tik tam tikros struktiiros cheminius
junginius, atskirti enantiomerus (stereoizomerus izomerus), bet analizuoti biologiSkai
aktyvias, labilias medziagas — fermentus, nukleoriigstis

Chromatografija gali biiti analiziné, taikoma junginiams nustatyti, struktiirai
analizuoti, arba preparatyviné —i$skiriant ir gryninant didelius medziagy kiekius

7.1. Chromatografijos pasiskirstymo koeficientas

Bendru atveju visos chromatografinés sistemos susideda i§ dviejy sandy— nuostoviosios
(stacionariosios) fazés, kuri gali biiti kieta, skysta arba gelis, ir i§ judriosios fazés , kuri
biina skysta (skys¢iu chromatografija) arba dujiné (duju chromatografija). Judrioji
fazé teka (juda) pro nuostovia faz¢. Chromatografijos specialistai vartoja tokius terminus:
nuostovioji fazé daznai vadinama sorbentu arba nesikliu, o judrioji fazé¢ —eliuentu
(tirpiklis arba buferis). Eliuentas, turintis iStirpusia iSskiriama medziaga, vadinamas
eliuatu. Nuostovioji ir judrioji fazés yra parenkamos tokios, kad iSskiriamos i§ miSinio
medziagos tarp faziy pasiskirstyty skirtingai, t. y. turéty skirtinga pasiskirstymo
koeficienta R, Pasiskirstymo koeficientas apibrézia, kaip medziagos kiekis (kon-
centracija) pasiskirsto tarp dviejy nesimaiSanciy faziy A ir B. I§skiriamos medziagos
pasiskirstymo koeficientas yra nekintamas dydis, esant toms pacioms fazéms A ir B,
pastoviai temperatiirai ir kitoms chromatografavimo salygoms. Pasiskirstymo
koeficientas iSreiSkiamas lygtimi:

judriosios fazés A medziagos koncentracija R
= K¢

nuostoviosios fazés B medzaigos koncentracija

Chromatografija veiksminga, jei visas i§skiriamos i§ miSinio medZziagos kiekis yra
vienoje i faziy (A arba B). Tai pasiekiama parenkant chromatografijos biidg pagal
nuostoviosios ir judriosios faziy sgveikos mechanizma:

* adsorbciné chromatografija — hidrofobinés sgveikos chromatografija —

adsorbcijos pusiausvyra tarp nuostoviosios kietos ir judriosios skystos fazes;
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* pasiskirstymo chromatografija — chromatografijos btidas, kai nuostovioji ir
judrioji fazés yra nesimaiSantys arba i§ dalies susimaiSantys skysciai, o chro-
matografuojama medziaga pasiskirsto tarp faziy pagal gimininguma (tirpuma);

* jonuy mainy chromatografija, chromatofokusavimas — jony pusiausvyra tarp
joninio neSiklio ir judriosios fazés buferio ar elektrolito;

* giminingumo (afinin¢), imunoafininé, metalo—chelato—afininé chromatografija
— pusiausvyra tarp nuostoviosios fazés imobilizuoto (itverto ligando ir skystos
judriosios fazes;

* molekuliu i$skyrimo chromatografija, gelchromatografija — kai molekulés
atskiriamos pagal dydj ar forma sieto principu, leidziant tekéti pro porétus
nesiklius.

7.2. Chromatografijos biidai

Medziagoms atskirti taikomi du pagrindiniai chromatografijos biidai:

* kolonéliné chromatografija — nuostovioji fazé (sorbentas/nesiklis) yra dedama
i stiklo, plastiko ar metaling kolonéle, o judrioji fazé teka pro kolonéle dél
skyscio lygio skirtumo arba stumiama siurbliuku. Tai daZniausiai naudojamas
chromatografijos biidas.

* plokscioji (plonasluoksne, popieriaus) chromatografija — nuostovioji faze — tai
plonu nesiklio sluoksniu padengta stiklo, plastiko ar metalo folijos plokstelé
arba chromatografinio popieriaus celiuliozes pluostas. Judrioji faze (tirpikliy
sistema) kapiliarinio veikimo principu teka pro plong nesiklio sluoksni ar
chromatografinj popieriy. Naudojant §i chromatografijos biida, vienu metu galima
analizuoti daug méginiy. Plonasluoksnés chromatografijos procesas yra greitas.
Jam reikia mazo tiriamos medziagos kiekio, todél daznai naudojamas
kokybiniams bandymams arba chemings sintezés metu stebint reakcijos kinetika.

7.3. Kolonéliné chromatografija

7.3.1. Kolonélinés chromatografijos jranga

Normalaus slégio kolonélinei chromatografijai naudojamos stiklinés ar plastikinés
cilindro formos jvairaus skersmens ir auksc¢io kolonélés. Kolonélés dugne turi biiti
poréta membrana, sulaikanti kolonéléje sorbenta, ir praledzianti judriaja faze (eliucijos
buferj ir chromatografuojamas medziagas). Komercinéms kolonéléms sandarinti
naudojamos poreto stiklo plokstelés, pritvirtintos prie specialiy nailoniniy antgaliy,
leidzianciy reguliuoti kolonélés tiirj. Laboratoriniams darbams daZnai naudojamos
koloné¢lés, uzkimstos stiklo plaus$y kamsciais. Kolonéleé plastikiniais vamzdeliais
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Indassu eliuentu

Indas su eliuentu L .
Reguliuojamas stimoklis

_ Stkliné kolonélé

Nailoniniai diskai
Nesiklis

Reguliuojamas stiimoklis

1
}

™ Elivatas, tekanisj ———
detektoriy ir frakcijy
kolektoriy

7.1 pav. Chromatografinés kolonélés:
a — laboratoriné kolonél¢, b — komerciné kolonélé

sujungiama su detektoriumi ir/ar frakcijy kolektoriumi (7.1 pav.) I Sivolaikinius auksto
slégio chromatografus dedamos plieninés kolonglés, atlaikancios auksta slegj ir labai
greitai iSskirianc¢ios medziagas

7.3.2. Nuostovioji fazé — uzpildas/ sorbentas/neSiklis

Uzpildu vadinama nuostoviaja faze sudaranti pagrindiné medziaga. Ji, chemiSkai
modifikavus ar prijungus tam tikras funkcines grupes, vadinama sorbentu arba nesikliu.
Uzpildo parinkimas svarbus s¢kmingai chromatografijai. uZpildas turi biiti mechaniskai
ir chemiskai atsparus, neuzkimsti kolonélés, lengvai praleisti judriaja faze (eliuenta).
Be to, uzpildas turi turéti funkcines grupes, kurias modifikujant galima biity gauti
skirtingy savybiy neSiklius.

Pagrindiniai uzpildai:

* Agarozé —polisacharidas, sudarytas i$ pasikartojanciy agarobiozes fragmenty.
Agarobioze yra disacharidas, sudarytas i§ D—galaktozes ir 3,6—anhidrogalaktozes
liekany. Taip gaunamas skirtingo poringumo, stabilus pH pokyc¢iams agarozes
gelis.
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Komerciniai agarozes preparatai — Sepharose ir Bio—Gel A.

OH
CH,OH 8

Agarobiozé

Celiuliozé — polisacharidas, sudarytas i§ 4—(1>4)—glikozidiniais rySiais susijungusiy
gliukozés liekany. Naudojant epichlorhidring, gaunama celiuliozé, kurios
linijinés molekulés sujungiamos skersiniais rySiais. Celiulioz€é gaminama
grideliais arba plauSing, yra hidrofiliSka ir stabili riigStinéje bei Sarminéje terpése.
Dekstranas — polisacharidas, sudarytas i§ 4—(1>6)—glikozidiniais rysiais susijungusiy
gliukozés liekany. Skersiniams rySiams sudaryti naudojamas epichlorhidrinas

Dekstranas, kaip uZpidas, maZiau stabilus nei celiuliozé. Komercinis preparatas—
Sephadex

Poliakrilamidas — akrilamido polimeras, “susititas” N,N,N’,N’-metilen-
bisakrilamidu. Tai labai patvarus polimeras. Komercinis preparatas — Bio Gel P

CH,— CHCONH, LI CH/~=(NHCOHC CH,),
Akrilamidas Radikaline N,N,N’,N’-metilen-
l katalizé bisakrilamidas
—CH;—CH CHy -~ CH—-CH;—— CH—
e o
A i
o, I
NH NH, Il\IH
(|:0 éo : co

I 1

~—CH;——CH—1 CH;——CH—{~CH,——CH —

n

* Polistirenas — stireno polimeras, ,susititas“ divinilbenzenu. Polistirenas,

naudojamas kaip uZpildas jony mainy chromatografijoje, yra stabilus rtig§¢iy ir
Sarmy poveikiui.

Silikagelis — polimeras, sudarytas i$ silicio riigsties (fechn. SiO, X nH,0, gelio
pavidalo medziaga). Sis polimeras labai hidrofiliskas, todél silanolio ~OH grupiy
perteklius yra blokuojamas, veikiant trichlormetilsilanu.
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7.3.3. Kolone¢lés paruosimas ir eliucija

Chromatografijos sckmé labai priklauso nuo taisyklingo kolonélés paruoSimo. Sorbentas
(nesiklis) yra suspenduojamas ir brinkinamas buferyje. Suspensija, $velniai maisant,
letai pilama j kolonéle. Reikia nuolatos stebéti, kad buferio sluoksnis visada biity virs
nesiklio ir nepatekty oro burbuliukai. Pripildyta reikalingo sorbento kiekiu, kolonélé
atsargiai plonu sluoksniu uzpilamas ant nesiklio pavirSiaus tokiu biidu, kad jis susigerty
j virSutinj sorbento sluoksnj. Véliau atlieckama chromatografija. Pro kolonéle leidziama
judrioji fazé (buferis ar tirpiklis). Sitas procesas vadinamas eliucija Pro kolonéle
judédamos skirtingos medziagos atsiskiria ir i§ kolon¢lés iSteka su skirtingu buferio
(elivato) tiiriu. Judriosios fazés tiiris, kuris reikalingas tam tikrai medZiagai iSplauti
(eliuoti) i§ kolonélés, yra vadinamas eliucijos tiiriu. Tekantis i§ kolonélés buferis —
eliuatas paprastai prateka detekcijos kiuvete, kur yra nuolat matuojama sugertis, esant
atitinkamam bangos ilgiui. Registracijos sistema savirasiu uzraso pratekancio tirpalo
sugert] ir braiZo eliucijos profil, kuriame eliuojamos individualios medZiagos uZraSomos
tam tikrais ,, pikais“. Baltymy chromatografijos atveju matuojama sugertis, kai A = 280
nm, nukleoriig§ciy, kai A = 250 — 260 nm. Pratekéjes detekcijos kiuvete, eliuatas mazais
tariais, frakcijomis, surenkamas automatiniu frakcijy kolektoriumi. Eliucijos budas
priklauso nuo chromatografijos metodo: jony mainy chromatografijos metu dazniausiai
naudojama gradientiné eliucija: kai kei¢iama buferio jonin¢ jéga arba keic¢iamas buferio
pH; gelchromatografijos metu eliuojama vienu pasirinktu buferiu, nekeiciant buferio
pH ar koncentracijos

7.4 Plokscioji (popieriaus ir plonasluoksné) chromatografija

7.4.1. Popieriaus chromatografija

Vietoje kolonélés, kurioje neSiklis yra celiulioze, gali biiti naudojamas specialiai
paruostas chromatografinis popierius.

Popieriaus chromatografijos metodu galima atskirti vienus nuo kity ir identifikuoti
daugelj cheminiy junginiy, pvz., nukleozidus, nukleotidus bei aminoraigstis.

Popieriaus chromatografijai reikalingas chromatografinis popierius, chromatogra-
finis cilindras ir tirpikliy sistema. ] chromatografijos cilindra jpilama paruosta tirpikliy
sistema, véliau merkiamas j ritinj susuktas ir susegtas chromatografinio popieriaus
lakstas, su uZlaSintos tiriamos medziagos. Dazniausiai uZlasinamos Zinomos struktiiros
medziagos kaip zymenys (kontroliniai taskai) — Salia tiriamos medziagos.
Chromatografijos procesas vyksta 15-20 val.: chromatografiniu popieriumi kyla tirpiklis
(popierius pamazu drégsta), ir kartu nesa uzlasintas ant popieriaus medziagas. Tiriamy
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medziagy iSsidéstymas chromatogramoje priklauso nuo cheminés jy prigimties ir
tirpumo judriojoje bei nuostoviojoje chromatografinés sistemos fazése. Siuo atveju
nuostoviosios fazés vaidmenj atlieka popieriaus lak$ta sudarantis celiuliozes pluostas
ir jame suriStas vanduo. Chromatografini popieriy gamina jvairios komercinés kom-
panijos, popieriaus savybés skiriasi. Atsizvelgiant i celiuliozinio pluosto tankj, chroma-
tografinis popierius skirstomas i ,,greita“, ,,vidutinio grei¢io® ir ,,1€taji“, nes skirtingu
greiciu juo teka chromatografiné sistema. Popieriaus celiulioze yra higroskopiska, i jos
sudeét] jeina suriStas vanduo, nors ir skrupulingai idziovinta. MedZiagy pasiskirstymas
chromatografuojant popieriaus chromatografijos bidu vyksta tarp nuostoviosios fazés
(celiuliozes suriSto vandens) ir judrios fazés — organinio tirpiklio. Chromatografijai
naudojamose tirpikliy sistemose taip pat yra vandens. Judriosios fazés funkcijg atlicka
ivairts organiniai tirpikliai (izopropilo alkoholis, n—propanolis, n-butanolis, tretinis—
butanolis, etanolis), jeinantys i chromatografines sistemas. Juo didesnis medziagy
tirpumas judriojoje fazéje (hidrofobinés medziagos) ir juo mazesnis nuostoviojoje
(hidrofilinés medziagos), tuo greiciau tos medziagos juda kartu su organiniu tirpikliu.

Ant chromatogramos (popieriaus laksto) issiskyrusios medziagos nustatomos
panaudojant jvairiais budais. Chromatografuojamos spalvotos medZiagos nustatomos
i§ pasiskirsciusiy spalvoty démiy, nespalvotas medZiagas galima rySkinti savitaisiais
reagentais. Aminortigstys ar peptidai rySkinami apipurSkiant ninhidrinu. Vietos, kuriose
yra Sios medziagos, nusidazo violetine spalva. Nukleozidai, nukleotidai ar kitos
medziagos, sugerianéios UV §viesa, nustatomos chromatoskopu.. Siy medziagy
susitelkimo vietose matomos tamsios démés.

Atsizvelgiant i judriosios fazés judéjimo kryptj popieriaus chromatografija skirstoma
| tris pagrindines riiSis — ratine, kylanc¢ia ir nusileidZiancia.

7.4.2. Plonasluoksné chromatografija

Plonasluoksnei chromatografijai vietoje chromatografinio popieriaus naudojamos aliu-
minio, plastiko ar stiklo ploksteles, padengtos neorganinémis medziagomis —silikageliu
(silicio oksidu), aliuminio oksidu, magnio silikatu, ar organinés prigimties medziagomis
— celiulioze, polietileno ar kito polimero milteliais. Serbento, dengiancio ploksteles,
sluoksnis biina 0,2-0,5 mm storio. Siuo metu komercinés kompanijos gamina jvairaus
dydzio ir skirtingais neSikliais padengtas ploksteles, kurias pagal poreikius galima
panaudoti jvairioms medziagoms atskirti ar identifikuoti. UV-§viesa sugerianciy
medziagy (pvz., nukleotidy) chromatografijai skirtos plokstelés yra padengtos nesikliu,
sumaisytu su savitu UV Sviesoje Svytinciu dazu. Chromatogramos vietos, kuriose yra
nukleotidinés prigimties medziagos, apSvietus UV $§viesa, yra tamsios, o chromato-
grafinés plokstelés fonas Svyti. Aminortagstys ant chromatografiniy ploksteliy
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rySkinamos ninhidrinu. Chromatografijos principas naudojant ploksteles yra panasus i
popieriaus chromatografija, tik neSiklis i§ dalies atlieka ir sorbento funkcijas.
Plonasluoksné chromatografija yra daug greitesné ir reikia labai mazai tiriamos
medziagos. Si chromatografija vyksta tik 1-2 val., nes tirpikliy sistema plokstelémis
kyla labai greitai.

7.5. Chromatografijos metodai

7.5.1. Adsorbciné chromatografija

Si chromatografija grindziama adsorbcijos principu: kai netirpios medziagos — nesikliai/
absorbentai — ant savo pavirSiaus sugeba sulaikyti iStirpusias molekules. Tai adsorbcijos
prosesas, paremtas silpnais tarpmolekuliniais rySiais — van der Valso saveika,
vandeniliniais rySiais, bet ne joniniais ar kovalentiniais rySiais. Adsorbciné chromato-
grafija dazniau naudojama mazos molekulinés masés medziagoms atskirti.. Sios chro-
matografijos principas taikomas ne tik kolonélinei, bet ir plonasluoksnei chro-
matografijai. Adsorbcinei chromatografijai dazniausiai naudojami nesikliai pateikti
7.1lenteléje.

7.1 lentelé. Adsorbcinés chromatografijos nesikliai

Nesiklis/sorbentas Atskiriamos medZiagos

Aliuminio oksidas MaZos molekulinés masés organinés
medZiagos, peptidai

Silikagelis Aminoriigstys, nukleotidai, steroidai

Aktyvintosios anglys Angliavandeniai, aminortigstys, peptidai

Kalcio fosfatinis gelis Baltymai, polinukleotidai

Hidroksiapatitas Nukleoriigstys, oligonukleotidai

7.5.2 Pasiskirstymo chromatografija

Sis chromatografijos biidas dar vadinamas skysciy chromatografija, nes nuostovioji ir
judrioji fazés yra skysciai. Medziagy pasiskirstymas tarp nuostoviosios ir judriosios
faziy grindziamas giminingumo (tirpumo) skirtumu. DidZiausia chromatografuojamos
medZiagos koncentracija bus tame skystyje, kuriame ji geriausiai tirpsta. Nuostoviosios
fazés skystis gali buiti poréto nesiklio grudeliuose, panasiai kaip gelchromatografijos
atveju (sk. 3.4.), gali biiti suriStas su neSiklio pluosto, kuriuo pripildyta kolonel¢, arba
gali plonu sluoksniu padengti nuostoviosios fazés neSiklio gridelius. Hidrofiliniai
nesikliai — celiulioze, poliakrilamidas, deksranas brinkdami suriSa daug vandens, kuris
atlieka nuostoviosios fazes funkcija.. Judrioji fazé $iuo atveju yra organiniy tirpikliy
miSinys.
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Nuostovioji fazé popieriaus chromatografijoje taip pat yra vanduo, suriStas su
chromatografinio popieriaus celiuliozes pluostu, o judrioji fazé — organiniy tirpikliy
miSinys. Chromatografuojamy medziagy pasiskirstymas priklauso nuo jy hidrofo-
biSkumo. Atliekant popieriaus chromatografija, geriau organiniuose tirpikliuose
tirpstancios medziagos visada juda toliau su tirpikliy miSiniu, o hidrofilinés medziagos
atsilieka, nes yra giminingesnés vandeninei fazei.

Kai kada pasiskirstymo chromatografijos fazés parenkamos atvirksciai, t. y., prie
nesiklio plonu sluoksniu adsorbuojamas ar cheminiais rySiais prijungiamas organinis
tirpiklis, o judrioji fazé yra vandenis tirpalas. Sis biidas vadinamas atvirkstinés fazés
chromatografija (reversed phase chromatography).

7.5.3. Jony mainy chromatografija

Si chromatografija grindziamai saveika tarp skirtingus krivius turinéiy molekuliy.
Daugelis biologiskai aktyviy junginiy — baltymai, nukleortigStys — turi funkcines grupes,
kurios vandeniniuose tirpaluose gali jonizuotis, t. y. igyti teigiamg arba neigiama kravi.
Kruvis priklauso nuo funkciniy grupiy pK, ir nuo buferio pH. Jony mainy
chromatografijai naudojami jony mainy nesikliai turintys galinciais jonizuotis funkcines
grupes. Sie nesikliai bana katijoniniai arba anijoniniai. Katijony mainy nesikliy
neigiamajj krivj turincios funkcinés grupés saveikauja su chromatografuojamy
medziagy katijoninémis grupémis. Sie nesikliai dar vadinami riigitiniais jony mainy
nesikliais, nes neigiamas jy kriivis priklauso nuo riigstiniy funkciniy grupiy jonizacijos.
Anijony mainy neSikliai turi teigiamaji kriivi, jie vadinami baziniais neSikliais, nes
teigiamajj kriivi generuoja protong prisijungusios bazinés funkcinés grupes.

Jony mainai vyksta keliais etapais, jony pasikeitimas yra pusiausvirasis procesas:

Katijony mainai:

RSO; .Na* + +NH,R/ RSO,....*NH;R/ + Na*
Nesiklis ~ Chromatuografuojama Nesiklio ir chromat. medz.
medziaga saveika
Anijony mainai:

(R),N*....CI- + “OOCR/ (R),N*...-OOCR/ + CI
Negiklis Chromatuografuojama Nesiklio ir chromat. medz.

medziaga saveika

Pagrindiniai jony mainy chromatografijoje naudojami neSikliai pateikiami 7.2
lenteléje.
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7.2 lentelé. Pagrindiniai jonuy mainu nesikliai

Nesiklio rusis | Uzpildas Funkciné grupé Funkcinés grupés
pavadinimas

Katijony mainy | Agarozé

(silpnai rigstinig Celiuliozé -COO Karboksi-
Dekstranas -CH,COOr Katrboksimetil-
Poliakrilatas

Katijony mainy | Celiuliozé -S05” Sulfo-

(stipriai rugstinis Dekstranas —CH,SO5" Sulfometil-
Polistirenas -CH,CH,CH,S05 Sulfopropil-

Anijony mainy | Agarozé —CH,CH,N"H; Aminoetil-

(silpnai bazinis)| Celiuliozé — CH,CH,N"H(CH,CH3), Dietilaminoetil-
Dekstranas
Polistirenas

Anijony miany | Celiuliozé —CH,N*(CH3); Trimetilaminometil-

(stipriai bazinis)| Dekstranas — CH,CH,N*( CH,CH3); Trietilaminoetil-
Polistirenas

Visus joninius neSiklius charakterizuoja bendroji joniné talpa, kuria apibrézia
galimy pakeisti jony miliekvivalenty skai¢ius vienam gramui sausojo neSiklio arba
hidratuoto nesiklio vienam tiirio vienetui.

Parenkant chromatografijai neSiklj, atsizvelgiama | tiriamo pavyzdZio sandy
stabiluma, santykine molekuline masg ir savituosius atskyrimo poreikius. Biologiskai
aktyvios medZziagos, ypac baltyma ir fermentai, yra stabiliis tik siaurame pH intervale.
Todél baltymy chromatografijai parenkami jony mainy neSikliai atrankiis tame pH
intervale. Eliucijai parenkami tokie buferiai, kad pH biity artimas chromatografuojamo
misinio izoelektriniam taSkui. Eliucijai naudojami to paties pH, bet skirtingos jony
koncentracijos buferiai (gradientiné eliucija), arba kei¢iamas buferio pH.

7.5.4. Molekuliy iSskyrimo chromatografija (gelchromatografija)

Molekuliy atskyrimas pagal jy dydi ir forma grindziamas molekulinio sieto principu:
molekulés atskiriamos tam tikro skersmens (dydzio) poras turingiais neSikliais.
Chromatografijos btidas, kai naudojamos gelinés polimerinés medziagos, vadinamas
gelchromatografija arba gelfiltracija. Sis chromatografijos principas yra labai paprastas.
Kolonélé pripildoma poréto stiklo ar gelio mazyjy griiddeliy (mikrogranulémis),
suspenduoty judriosios fazés buferyje. Ant kolonélés uzpilamas skirtingo dydzio
molekuliy miSinys. Didelés molekulés i§ kolon¢lés eliuojamos pirmiausia, nes jos
nepatenka j nesiklio poras ir i§ kolonélés iSstumiamos. MaZesnés molekules pasiskirsto
atitinkamo dydzio gelio porose ir i§ kolonélés eliuojamos, issisijoja pagal dydj viena
paskui kitg, 7.2 pav.
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 fazé -} faze

Judrioji Judrioji

i
i

Eliuatas

Elivatas L&

= Granulés
® Didelés tirpinio molekulés
» Mazos tirpinio molekulés

7.2 pav.. Skirtingo dydzio molekuliu atskyrimas gelchromatografijos badu

Gelchromatografijai naudojami nesikliai pateikti 7.3 lenteléje.

7.3 lentelé. Pagrindiniai gelchromatografijos nesikliai

BIOCHEMIJOS LABORATORINIAI DARBAI

Atskiriamy medziagy molekuliné mase'

)

Polimeras Prekybinis
pavadinimas M,x10
Dekstranas Sefadeksas G-10 <0,7
(Sephadex) G-25 1,0-5
G-50 1,4-30
G-75 3-80
G-100 4-150
G-200 5-600
Dekstranas Sefakrilas S-200 5-250
(Sephacryl) S-300 10-1500
S-400 20-8000
Agarozé Sefarozé 6B 10—4000
(Sepharose) 4B 60-20 000
2B 70-40 000
Agaroz¢ Biogelis AS5m 10-5000
(Bio-Gel) Al5m 40-15000
A50m 100-50 000
A150m 1000-150 000
Poliakrilamidas Biogelis P2 0,1-0,8
(Bio-Gel) P6 1-6
P30 2,5-40
P100 5-100
P300 60-400

1) nustatyta globuliniams baltymams, apytikriai vienoda viengrandéms nuklortig§tims

bet maZesné fibriliniams baltymams ir dvigrandéms DNR
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Gelchromatografijos taikymas:

* Gryninimas. Biologinéms makromolekuléms grynininti, atskirti nuo mazesniy
ar didesniy molekuliy. Naudojant jvairias poréto stiklo griidelius ar skirtingus
gelinius neSiklius galima iSskirti ir i§gryninti virusus, baltymus, fermentus,
nukleoriigstis, polisacharidus, antikiinus.

* Molekulinei masei nustatyti. Globuliniy baltymy eliucijos buferio tairis priklauso
nuo baltymo molekulinés masés. Praleidus pro kolonélg Zinomos molekulinés
mases baltymus ir iSmatavus jy eliuato tiirj, galima sudaryti kalibrvimo kreive —
nustatyti santykiné nezinomo baltymo molekuliné masg.

* Tirpaly koncentravimas Didelés molekulinés masés molekuliy praskiesti tirpalai
(pvz.. aktyvaus iSgryninto fermento preparatas) gali biiti sukoncentruotas pridéjus
sauso, biraus sefadekso G-25. Vandenj ir mazos molekulinés mases molekules
sugers sefadekso griideliai, o didelés molekuleés liks tirpale Véliau geli pasalinti
centrifuguojant.

* Nudruskinimas Panaudojant sefadekso G-10 ar G-25 kolonéles galima atskirti
didelés molekulinés masés molekules nuo j drusky, ir mazos molekulinés mases
irimo (degradacijos) produkty. Nudruskinimo metodas yra daug greitesnis ir
veiksmingesnis negu dializé. Taikant §j metoda, galima paSalinti fenolio
priemaisas i§ nukleortigsciy preparaty, amonio sulfatg po baltymy iSsodinimo
arba drusky pertekliy po jony mainy chromatografijos.

7.5.5. Giminingumo (afininé) chromatografija

Sis chromatografijos metodas buvo sukurtas fermentams i§ gamtiniy $altiniy i$skirti
ir gryninti. Naudojant giminingumo chromatografija, galima gauti ypa¢. grynus fermento
preparatus. Véliau Sis metodas pritaikytas nukleoriig§tims, imunoglobulinams,
biologiniy membrany receptoriams, atskiroms lasteléms iSskirti ir gryninti. Naudojant
$i chromatografijos buida, reikia, kad i§skiriamas i§ baltymy miSinio fermentas savitai
susijungty su nesiklio ligandu®. Eliuojant buferiu, i§ kolonélés pirmiausia iSteka visi
neprisijunge baltymai ar peptidai, t. y. nesavitos ligandui medziagos. Prisijunges prie
ligando fermentas i§ kolon¢lés iSplaunamas keiciant eliucijos salygas. Naudojant
nespecifine (nesavitaja) eliucija, didinama buferio joniné jéga arba kei¢iamas pH.
Specifinés (giminingumo) eliucijos atveju, j eliucijos buferj dedama substrato arba
fermento slopiklio (griztamojo), kurio giminingumas fermentui yra didesnis negu
ligando. Tokiomis eliucijos salygomis nutraukiamas ligando ir fermento rysys, ir grynas
fermentas iSplaunamas nuo kolonélés. (7.3. pav.)

Ligandas — tai prie pildo prijungtas (imobilizuotas) junginys, savitai saveikaujantis su
iSskiriama makromolekule ar kita medziaga (7.3 pav.)
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Imobilizuotas
ligandas

Fermentas Prie ligado prisijunges

Nesiklis fermentas

Afininé eliucija

=
Nesiklis
Dializé

ISgrynintas
fermentas

arba N
Nespecifiné eliucija

Optimaliy salygy
atstatymas

7.3 pav. Fermento gryninimo schema naudojant giminingumo chromatografija

Giminingumo chromatografijai yra labai svarbu pasirinkti tinkama liganda. Reikia

Zinoti iSskiriamos medZiagos savybes, t. y. su kokios cheminés struktiiros junginiais ji

sudaro savituosius rysius. Jei iSskiriama medziaga saveikauja tik su vieninteliu ligandu,

tai vadinama giminingumo (biospecifine) saveika, pvz., fermentas su kofermentu.

Dazniausiai naudojami ligandai giminingumo chromatografijai pateikiami 7.4 lenteléje.

7 4 lentelé. Giminingumo chromatografijos ligandai

Ligandas Giminingumas

5’-AMP Nuo NAD* priklausomos dehidrogenazeés, kai kurios
kinazés

2’5’-ADP Nuo NADP" priklausomos dehidrogenazés

Kalmodulinas Kalmoduling prisijungiantys baltymai

Avidinas Baltymai, turintys biotino

Riebaly rugstys Baltymai, prisijungiantys riebaly riigstis

Heparinas Lipoproteinai, lipazés, DNR polimerazés, augimo

faktoriai, serino proteaziy (peptidaziy) slopikliai

Baltymai A arba G

Imunoglobulinai

Konkanavalinas A

Glikoproteinai, turintys a-D-gliukopiranozilo liekanas

Soju lektinas Glikoproteinai, turintys N-acetil-a-( arba )-
galaktopiranozilo lickanas

Fenilboronatas Glikoproteinai

PoliA RNR saviti baltymai arba RNR, turincios poli U sekas

Lizinas rRNR

Cibachrono mélynasis F3G-A

Baltymai, prisijungiantys nukleotidus, koaguliacijos
veiksniai
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7.6. Aminorugsciy ir nukleotidy nustatymas

7.6.1. Plonasluoksné chromatografija

Reagentai ir medziagos

1. Plonasluoksné chromatografine plokstele.

AN

~

Aminoriigs¢iy tirpalai (1% , po 1 ml.).

Nukleozidy ir nukleotidy tirpalai ( 1% , po 1 ml.).

mikrosvirkstas arba stikliniai kapiliarai.

0,1% ninhidrino tirpalas acetone.

Chromatografiné tirpikliy sistema — izopropilo alkoholis: konc. amoniakas:
H,0, v/v (7:1:2).

Chromatografinis cilindriukas.

Chromatoskopas (prietaisas, turintis UV lempa).

Darbo eiga

1.

Paimama chromatografiné plokStele ir 0,5-1,0 cm atstumu nuo kraSto
nubréziama starto linija (7.4. pav.).

Antjos 1 -2 cm nuotoliu vienas nuo kito stikliniu kapiliaru arba mikrosvirkstu
( po 2-3 ul) uzlasinami tiriamy medziagy méginiai. Tai gali biiti aminoriigstys,
nukleotidai, nukleozidai ir neZinoma medziaga. Palaukiama kol démés iSdzitista.
Chromatografiné plokstele dedama j chromatografinj inda turintj tirpikliy
sistema. Tirpiklio jpilama j chromatografinio indo dugna tik tiek, kad jsimerkty
plokstelés krastas, bet tirpiklis nesiekty starto linijos.

Chromatografija atliekama 1-1,5 val., paskui plokstelé i§imama, pazymima
»fronto® linija, t. y. vieta, iki kurios sudrékusi plokstelé. Plokstelé iSdZiovinama
traukos spintoje.

Plokstelese aminoriigsciy susitelkimo vietos nustatomos, apipurskiant 0,1-0,2%
acetoniniu ninhidrino tirpalu. Nukleozidai ir nukleotidai nustatomi apSvieciant
chromatogratografine plokstele UV $viesa. Sie junginiai sugeria UV $viesa, todél
chromatogramoje nukleozidy ar nukleotidy susitelkimo vietose matomos
tamsios démes.

ISmatuojami a ir b nuotoliai (cm) ir apskai¢iuojami pasiskirstymo koeficientai
R,. Pasiskirstymo koeficientas, tai :

a.R=a/b

Atstumas a—nuo starto linijos iki démés centro

Atstumas b—nuo starto linijos iki fronto linijos
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A «—— frontas

«— startas

7.4 pav. Plonasluoksnés chromatografinés plokstelés paruosimas

Palyginus Zinomy ir tiriamy medZiagy pasiskirstymo koeficientus, sprendZiama,
kokios nezinomos medZiagos buvo paimtos.

7.6.2. Ratiné popieriaus chromatografija

Reagentai ir prietaisai

NSk v =

Chromatografinis popierius.

Aminoriig8c¢iy tirpalai (1% , po 1 ml.).

Nukleozidy ir nukleotidy tirpalai (1% , po 1 ml.).

0,1% ninhidrino tirpalas acetone.

Petri lékstelé.

Mikrosvirkstas arba stikliniai kapiliarai.

Chromatografiné sistema — izopropilo alkoholis: konc. amoniakas : H,O, v/v
(7:1:2).

Darbo eiga

1.

Ant chromatografinio popieriaus uZdedama Petri l€kstelé, aplink ja pieStuku
apibréziamas skritulys ir iSkerpamas. Sio skritulio centre pietuku nubréziamas
1 cm spindulio apskritimas ir nuo skritulio krasto iki jo centro jkerpama 1 cm
plocio juosta (7.5 pav.). Ji naudojama kaip dagtis, imerkti j chromatografing
sistema.

Centrinis apskritimas yra starto linija, ant kurios vienodu nuotoliu viena nuo
kitos kapiliaru arba mikro§virk$tu uzla§inamos aminortigstys (kontrolinai taskai)
ir Salia tiriama medziaga. Kiekvienos medziagos laSinama po 2-3 ul i taska.
Bitina uZlasinti ypa¢ mazais laSeliais ir palaukti, kol tos medziagos laSelis iSdZius.
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3. UZlaSinus visus meéginius, chroma-
tografinio popieriaus skritulys uzde-
damas ant Petri lekStelés, | kuria jpilta
chromatografinés tirpikliy sistemos.
Skritulys turi laikytis ant Petri léksteles
kraSty, o dagtis imirkti j chromatografing

) Ve
sistema. , 7
4. Taip paruo$ta chromatograma uzden-
giama dangteliu ir paliekama 1,5-2 val.,
kol tirpiklio frontas pasiekia popieriaus
krasta. 7.5 pav. Ratinés chromatogramos
paruosimas

5. Tada chromatograma iSimama, paZy-
mima fronto linija (sudrékusios chroma-
togramos krasto linija), i8dZiovinama traukos spintoje ir apipurskiama 0,1-0,2%
ninhidrino tirpalu (jei uzlasintos aminoriigstys). Ninhidring reikia purksti
atsargiai, geriausiai uzsimovus gumines pirstines, nes ninhidrinas iSrySkins ne
tik ant chromatogramos esancias aminortgstis, bet ir pirStus nudazys violetine
spalva.

6. Apipurksta chromatograma palaikoma 10 min. dziovinimo spintoje, ami-
noriig§ciy susitelkimo vietose iSryskeja violetinés demes.

7. Pamatuojami a ir b nuotoliai (cm) ir apskaiciuojami pasiskirstymo koeficientai
R,. Pasiskirstymo koeficientas, tai:

R,=a/b
Nuotolis a— nuo starto linijos iki déemés centro
Nuotolis b—nuo starto linijos iki fronto linijos
Sis koeficientas taip pat apskaiciuojamas ir neZinomos aminorigsties. Palyginus
visus koeficientus, sprendziama, kokios buvo neZinomos aminortgstys.

7.6.3. Kylamoji chromatografija

Reagentai ir prietaisai

Chromatografinis popierius.

Tam tikry aminoriigsciy tirpalai ( 1% , po 1 ml).
Nukleozidy ir nukleotidy tirpalai ( 1% , po 1 ml).
Mikrosvirkstas arba stikliniai kapiliarai.

0,1% ninhidrino tirpalas acetone.

A

Chromatografiné sistema — izopropilo alkoholis: konc. amoniakas : H,O, v/v
(7:1:2).
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7. Chromatografinis cilindras.

8. Chromatoskopas (prietaisas turintis UV lempa).

Darbo eiga

17. Kylamoji popieriaus chromatograma paruoSiama panasiai kaip chromatografiné

plokstelé, tik naudojamas chromatografinis popierius.

a.

Ant chromatografinio popieriaus lapo (30x30cm) 3 cm nuotoliu nuo krasto
nubréZiama starto linija.

Antjos 2 —5cm atstumu viena po kitos stikliniu kapiliaru arba mikrosvirkstu
(5 —10ul) uzlasinama tiriamy medziagy tirpaly. Tai gali biiti aminoriigstys,
nukleotidai, nukleozidai ir nezinoma medziaga.

susukamas ir susegamas j cilindra, dedamas j chromatografinj inda, turintj
tirpikliy sistema. Tirpiklio jpilama j indo dugna tik tiek, kad jsimerkty
chromatografinio popieriaus krastas, bet tirpiklis nesiekty starto linijos.
Chromatografija atliekama 12-18 val., paskui chromatograma iSimama, pa-
Zymima fronto linija, iSdZiovinama kambario temperatiiroje traukos spintoje.
Popieriaus chromatogramose aminoriigsciy susitelkimo vietos nustatomos,
apipurskiant chromatograma 0,1% acetoniniu ninhidrino tirpalu. Nukleo-
zidai ir nukleotidai chromatogramoje nustatomi apSvieciant chromatograma
UV Sviesa, nes Sie junginiai sugeria UV §viesa, todél chromatogramoje
nukleozidy ar nukleotidy susitelkimo vietose yra tamsios démes.
Apskaiciuojami Ry—pasiskirstymo koeficientai.

i. R;= a/b

Nuotolis a — nuo starto linijos iki démés centro

Nuotolis b — nuo starto linijos iki fronto linijos

Palyginus Zinomy ir tiriamy medziagy pasiskirstymo koeficientus, sprendziama,

kokios nezinomos medZiagos buvo uZlasintos ant popieriaus chromatogramos.

Skirtingy aminoriig8¢iy, nukleotidy ar nukleozidy pasiskirstymo koeficientas Ry,

néra vienodas Jis priklauso nuo tiriamy medziagy struktiiros ir chromatografijos salygy:

tirpikliy sistemos, temperatiiros, popieriaus risies.

Nusileidziamoji chromatografija yra analogiSka kylamajai, tik popieriaus lakstas

chromatografiniame inde dedamas ,,Zemyn galva“, t.y. pritvirtinamas taip, kad tirpiklis

popieriumi teka Zemyn, o ne kyla j vir$y. Si chromatografija vyksta Siek tiek greiciau,

nei kylamoji, bet medziagy pasiskirstymo principas yra toks pat.
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7.7. Mélynojo dekstrano nudruskinimas
gelchromatografijos metodu

Gelchromatografija grindZziamai molekuliy i$sijojimo pricipu, kuriam naudojamos
polimerinés — gelinés medziagos, turincios skirtingo dydzio poras (7.5.4.sk).
Darbo tikslas: gelchromatografijos biidu nudruskinti mélynojo dekstrano preparata.

Reagentai ir prietaisai:

1. ISbrinkintas sefadeksas G-10, G-25 ar kitas gelfiltracijai tinkamas neSiklis.
K,Cr,O, (druska).

Meélynasis dekstranas (polisacharidas, kurio molekuliné masé 2x 10° Da.).
Koloné¢le.

Megintuveliai.

Fotoelektrokolorimetras arba spektrofotometras.

AN e T

Darbo eiga
7.7.1. Koloné¢lés pildymas

1. Apatinis kolonélés galas (jei néra stiklo tarpinés) uzkemSamas stiklo vatos
gumuleéliu taip, kad pro ji galéty tekéti vanduo, bet nepraleisty mazyjy sorbento
grudeliy.

2. Kolonelé tiksliai staciai jtvirtinama stove, ir atsargiai pilant iSbrinkinto nesiklio
suspensija pripildoma (7.6 pav.).

Vanduo arba

S BREELE : 1-2
buferis P 0,5 cm cm

Sefadekas __l e

Vatos arba stiklo
pluosto kamstis

Kolonélés
spaustuka

7.6 pav. Gelchromatografijos (gelfiltracijos) kolonélé
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7.7.2.

Pilant nesSiklio suspensija, kolonéles spaustuvas turi biiti atidarytas, kad pratekéty
vanduo., taciau reikia stebéti, kad vir§ nesiklio kolon¢l¢je visada biity apie 0,5
cm vandens sluoksnis (kolonéléje nesiklis negali buti sausas).

Pripildzius kolonéle, spaustukas uzspaudziamas.

PavyzdZio paruoSimas ir uZpylimas ant kolonélés

ParuoSiamas tokios sudéties tirpalas: 1 ml 5% K,Cr,0,, kuriame iStirpinamas
mélynasis dekstranas. Dekstrano koncentracija miSinyje turi biti 0,5% (gaunamas
spalvotas miSinys).

Pries laSinant medziagy miSinj ant kolonélés, reikia kolonélés spaustuva létai
atsukti, kad vanduo nuo neSiklio pavirSius nutekéty ir likty tik minimalus
sluoksnis.

Tada, ant neSiklio pavirSiaus pagal kolonélés sienele automatine pipete uZpilama
1 ml paruosto spalvoto medziagy miSinio (nesuplakti ir nepazeisti nesiklio
sluoksnio). Sis miSinys turi susigerti j neSikli. Neleiskite isdziiiti kolonélei!
Chromatografuojamam miSiniui susigérus, ant kolonélés atsargai pilamas vanduo.
Sioje chromatografijoje vanduo (judrioji fazé), tekédamas pro nesiklj (nuostovioji
faze) eliuoja uzpiltas medziagas.

Pratekanti tirpala, mazais tiriais — frakcijomis (po 2 — 3 ml) galima surinkti |
atskirus graduotus mégintuvelius ir pamatuoti frakcijy sugertj fotoelektrokolo-
rimetru (FEK) arba spektrofotometru.

Frakcijas, kuriose yra K,Cr, O, (geltonos/oranZings spalvos ) matuojamos Nr.4
filtru, o mélynos spalvos (dekstrano ) frakcijos Nr.7 filtru Spektrofotometru
matuojama, atitinkamai, kai &€ — 440 nm ir &€ — 590 nm.

Remiantis matavimy duomenis, nubraiZomas sugerties priklausomumo nuo
pratekéjusio vandens tuirio grafikas.

7.8. Hemoglobino molekulinés masés nustatymas
gelchromatografijos biidu

Biocheminiy tyrimy metu molekuline baltymy mase galima nustatyti gelchromato-
grafijos (7.5.4. sk), NDS-PAGE elektroforezés (xxx sk.) ir ultracentrifugavimo tankio
gradientu metodais.

Gelchromatografijos metodu baltymy molekulés frakcionuojamos atsizvelgiant i

dydi, todel galima nustatyti apytikria molekuling mase. Oligomeriniai baltymai

gelchromatografijoje neiSsiskiria j atskirus subvienetus, todél nustatoma bendra

oligomerinio baltymo molekuliné masé¢. NDS elektroforezés (elektroforezé dena-

tiiravimo salygomis) bidu frakcionuojant baltymus, oligomeriniai baltymai denatiiruoja
ir gelyje matomi atskiri polipeptidai (baltymo subvienetai).



7. Chromatografija 97

Sio darbo metu, naudojant sefadekso G=75 kolonél¢ nustatoma molekuliné
hemoglobino masé. Molekuliné masé apskai¢iuojama i§ (1) formulés:

IgM = 5,624-0,752V/V,, (1)

M —molekuliné masé; V, —eliuato tiiris, kuriame i$ kolonélés iSteka hemoglobinas; V|
—tarpgriidelinis arba laisvasis kolonélés tiris.

Konstantos 5,624 ir 0,752 nustatytos bandymais. Norint nustatyti V,, | kolonele
ipilamas mazas kiekis didelés molekulinés masés medziagos tirpalo. Véliau kolonele
leidziamas eliuentas. Eliuato tiris, kuriame i$ kolonélés iSteka didelés molekulinés
masés medZziaga, ir yra tarpgridelinis tiris V. Siam tikslui dazniausiai yra naudojamas
mélynasis dekstranas, kurio molekuliné masé 2x 10° Da.

Reagentai ir prietaisai

1. 0,1 M NaCl turinti 0,02% NaN; — 500 ml.

2. 1% hemoglobino tirpalas 0,1 M NaCl, turintis 0,02% NaN, — 1 ml. Prie§
naudojima §j tirpalg centrifuguoti 5 min staline centrifuga.

3. 1% mélynojo dekstrano tirpalas 0,1 M NaCl, turincio 0,02% NaN, — 1 ml. Prie§
naudojima §j tirpalg centrifuguoti 5 min. staline centrifuga.

4. 13,5 cm? tirio kolonélé, pripildyta sefadekso G-75 ir praplauta 0,1M NaCl
tirpalu turinc¢iu 0,02% NaN.

Darbo eiga:

7.8.1. Sefadekso G-75-kolonéles V  nustatymas:

1. AtspaudZiamas kolonélés spaustukas ir nuleidZiamas i§ kolonélés tirpalas, esantis
vir§ nesiklio taip, kad pavirSius nebiity sausas.. Véliau spaustukas uzspaudziamas.

2. Ant gelio pavirSiaus atsargiai pagal kolon¢lés sienele jpilama 0,2 — 0,5 ml
centrifuguoto mélynojo dekstrano tirpalo ir atspaudzimas kolonélés spaustukas;
leidziama melynajam dekstrano tirpalui susigerti j kolon¢léje esantj nesikli.

3. Kaitik melynasis dekstranas jsiskverbia j neSiklj, atsargiai pipete pagal kolonélés
sienele pilamas eliucijos tirpalas (0,1 M NaCl su 0,02% NaN,) tokiu biidu i§
koloneleés eliuojamas dekstranas. IStekantis i§ kolonélés nespalvotas eliuatas
surenkamas j 10 ml tiirio matavimo cilindra arba graduota megintuvelj. Kai
eliucijos metu i$ kolonélés pradeda tekéti mélynas tirpalas, jis surenkamas j
atskirus megintuvelius labai maZomis frakcijomis po 5 laSus.

4. Eliuatas i§ $iy mégintuveliy (pradedant nuo pirmosios frakcijos ir baigiant
mégintuvéliu , turinéiu pacia ryskiausia spalva (spalvos rySkuma galima
nustatyti matuojant spektrofotometru, A 670 nm)*, supilamasj matavimo cilindra,

Matavimui méginiai paruoSiami tokiu buidu: i§ mégintuvéliy, kuriy eliuato spalvos

rySkumas bus matuojamas, paimama po 100 ul eliuato, supilama j atskirus megintuvélius
ir pridedama po 1ml vandens. Matuoti esant A 670 nm arba A 440 nm.
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kur yra surinktas nespalvotas eliuatas. Tos eliuato frakcijos, kuriy spalvos
rySkumas pradeda silpnéti, nejskaitomos.

Eliuato turis ml, kuris surinktas nuo eliucijos pradzios iki ryskiausios
frakcijos, ir yra tarpgrudelinis arba laisvasis kolonélés taris - V.

Sefadekso G-75-kolon¢lés V_ nustatymas:

Kartojamas V nustatymo atveju apraSytas bandymas, tik vietoje melynojo
dekstrano i kolonéle jpilama 0,5 ml centrifuguoto 1% hemoglobino tirpalo.
Eliuato turis, surinktas nuo bandymo pradzios iki frakcijos, turincios
rySkiausia rozine spalva, yra V,. (Spalvos rySkuma galima nustatyti matuojant
spektrofotometru, A 440 nm)*

Apskai¢iuojama hemoglobino molekuliné masé i$ (1) formulés.

Baigus darba, kolon¢lé plaunama 0,1 M NaCl, turinc¢iu 0,02% NaNj tirpalo ir
saugoma uzspaudus spaustuka. Vir$ nesiklio pavirSiaus turi biiti apie 1 cm aukscio
skyscio stulpelis.

Literatura

1.

2.

Principles and Techniques of Practical Biochemistry, (2003), Cambridge Univ. press,
p.619-689
ifnoadi ai E.A. 001 aiaoadey 43s8ia & 1686a&i1ans eeeid, (1985), [acea, Iineaa,
p.145-154.

Matavimui méginiai paruoSiami tokiu buidu: i§ mégintuvéliy, kuriy elivato spalvos
rySkumas bus matuojamas, paimama po 100 ul eliuato, supilama j atskirus meégintuvélius
ir pridedama po 1ml vandens. Matuoti esant A 670 nm arba A 440 nm.
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8. Baltymy elektroforeze

Elektroforezés metu jkrautos molekulés juda elektriniame lauke. Sis metodas labai
placiai taikomas biomolekuléms atskirti ir apibiidinti. Ikrauty molekuliy judrumas
elektriniame lauke priklauso nuo jy dydzio ir formos, kriivio ir cheminés prigimties.
Biologiniy makromolekuliy (baltymuy, nukleoriigiciy) elektroforeze dazniausiai yra
atliekama buferiais prisotintuose geliuose (poliakrilamido, agarozés). Molekuliy
judrumas tokiuose geliuose priklauso nuo elektrinio lauko stiprumo ir gelio pory dydzio.

Elektroforezés metu galima frakcionuoti molekuliy miSinius, nustatyti tiriamos
medziagos grynuma, suzinoti molekulines baltymy mases. Elektroforeze galima atlikti
gulsCiose arba staciose geliy plokstelése. Ji biina vienkrypté ir dvikrypte. Dvikryptés
elektroforezés metu i§ pradziy baltymai yra atskiriami izoelektrinio fokusavimo
budu.Toliau toje pacioje gelio plokstel¢je, statmenai pirmai krypciai, atlickama
elektroforezé. Atliekant dvikrypte elektroforeze, galima suZinoti ne tik baltymy
molekuliy dydi, bet ir jy kriivi. Dvikrypté elektroforezé yra galingas metodas
sudétingiems baltymy miSiniams frakcionuoti ir placiai taikomas proteomikoje. Atlikus
vienkrypte ar dvikrypte baltymy elektroforeze ir elektroeliucijos ar elektropernesimo
biidais perkélus juos ant polibrenu (heksadimetrinbromidas) aptraukty stiklo pluosto
lapeliy arba polivinilidendifluorido (PVDF) membraniniy filtry, galima nustatyti
norimy baltymy aminortgsciy sekas. Sie metodai yra suderinami su aminorugsciy
seky nustatymu dujinés fazés baltymy sekoskaiciais (sekvenatoriais).

Baltymy elektroforezé gali biiti nenutriikstamoji ir nutrikstamoji. Nenutriiksta-
mosios elektroforezés metu elektriniame lauke nagrinéjamos molekulés juda gelyje,
prisotintame tam tikros koncentracijos ir pH buferio. Baltymams atskirti daZniausiai
taikomas nutriikstamas gelelektroforezés metodas, 1970 m. aprasytas Lemli.

Elektrodas

Sulinéliai
baltymams jpilti

Tarpinés

Apaune  stiklams
talpykla

8.1 pav. Statusis baltymu elektroforezés aparatas
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Nutritkstamos elektroforezés metu baltymy molekulés i§ pradziy juda koncen-
truojamuoju geliu, turinciu dideles poras ir véliau pereina j gelj, turintj daug mazesnes
poras. Nutritkstamos elektroforezés metu baltymy miSinys yra sukoncentruojamas i
siaurg juostele, todél i Sulinélius galima pilti ir daugiau praskiestus baltymy tirpalus
negu nenutriikstamos elektroforezeés atveju. Koncentruojamasis ir skiriamasis geliai
yra prisotinami skirtingos koncentracijos ir pH buferiais. Siuose geliuose gaunamas ir
skirtingas jtampos gradientas. Koncentruojamajame gelyje esanciame buferyje yra chloro
jony (pagrindiniai), kuriy elektroforezinis judris yra daug didesnis uz baltymy molekuliy
judri. Elektroforezés buferyje yra glicino jony (atsiliekantieji), kuriy elektroforezinis
judris yra mazesnis uz baltymy molekuliy judri. Elektroforezés metu greitai judantys
jonai palieka mazo laidumo sriti, esancia tarp jy paciy ir judanciy baltymy molekuliy,
ir Sioje srityje padidéjusi jtampa vercia baltymy molekules grei¢iau judéti. Tokiu budu
srityje tarp pagrindiniy ir atsiliekanciyjy jony, judanciy baltymy molekulés yra
sukoncentruojamos i siaurg juostele, kuria jeina i skiriamajj gelj. Palyginti su
koncentruojamuoju geliu, skiriamojo gelio poros yra mazos, ten esancio buferio
koncentracija ir pH reik§mé yra didesné. Siame gelyje glicino (atsiliekantieji) jonai
juda tuoj pat uz baltymy molekuliy ir baltymy judrumas gelyje priklauso tik nuo jy
molekuliy dydzio (denatiiravimo salygomis) arba molekuliy formos, dydzio ir kriivio
(nedenatiiravimo salygomis). Nedenatiiruojantys geliai yra naudojami ,,jgimtiems*
baltymams iSskirti ir tirti. PrieS elektroforez¢ denatiiravimo salygomis baltymai veikiami
mazos molekulinés masés merkapto junginiais (2-merkaptoetanoliu ar ditiotreitoliu)
ir natrio dodecilsulfatu (NDS), kaitinant verdancio vandens vonioje. Merkapto junginiai
redukuoja disulfidinius tiltelius, esanc¢ius baltymo molekuléje. Dél hidrofobinés
saveikos natrio dodecilsulfatas prisijungia prie denattiravusiy polipeptidy. Daugumai
baltymy 1,4 mg natrio dodecilsulfato prisijungia prie 1 mg baltymo. Disociavusiy
sulfogrupiy perteklius suteikia polipeptidams didelj neigiamajj krtvi. Daugumai
baltymy neigiamo kriivio dydzio ir baltymo masés santykis yra pastovus. Dél atostimio
jégu tarp neigiamai jkrauty disociavusiy dodecilsulfato liekany polipeptido grandiné
jgauna elipsoido forma. Sio elipsoido dydis priklauso nuo polipeptido grandinés ilgio.
Elektroforezés metu dodecilsulfato ir polipeptidy kompleksy judéjimo greiciai
poliakrilamido gelyje priklauso tik nuo jy dydziy.

Baltymy molekulés atsiskiria poliakrilamido gelyje, turin¢iame 5-15 % akrilamido
ir 0,2-0,5 % N,N’- metilenbisakrilamido. Siomis salygomis yra stebima

tiesiné priklausomybé tarp santykinio baltymy molekuliy elektroforezinio judrio ir
ju molekuliniy masiy logaritmo (8.2 pav.).
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iprastiniu baltymu nutriikstamg elektroforeze denatiiravimo salygomis.
(A)-7 % poliakrilamido gelis, (B)-11 % poliakrilamido gelis.

8.1. Elektra ir elektroforeze

Reikia

zinoti, kad elektros srovés stiprumas ir jtampa, kuri yra sukuriama elektroforezes

metu, yra pavojinga Zzmogaus gyvybei. Taigi dirbant privalu laikytis saugaus darbo

taisykl
1.

iy

Elektroforezés aparato apsauginj dangtelj galima uZdéti arba nuimti tik tuomet,
kai maitinimo $altinis yra iSjungtas. Niekada abiejomis rankomis neuzdekite ir
nenuimkite elektroforezés aparato apsauginio dangtelio, nes gali susidaryti
potencialiai mirtina elektros grandiné (per abi rankas kriitinés Iasta ir Sirdis
susijungia su neizoliuotais laidais). Prie§ darba patikrinkite visus laidus ir jungtis.
Atspurusius ir pazeistus laidus pakeiskite naujais.

Isitikinkite, kad prie§ elektroforeze maitinimo Saltinio miliampermetras ir
voltmetras nustatyti ties nulinémis padalomis. Pradedant elektroforeze,
nustatoma reikiama jtampa, sroves stiprumas ar elektrinio lauko galia. Baigus
elektroforeze, maitinimo Saltinio miliampermetras ir voltmetras vel nustatomi
ties nulinémis padalomis ir tik tuomet jis i§jungiamas ir nuimamas apsauginis
elektroforezes aparato dangtelis. Démesio! Niekada po elektroforezés neatjunkite
aparato nuo maitinimo Saltinio pries tai jo neisjunge, nes tuomet isjungtame
maitinimo Saltinyje ilgg laikq pasilieka gana dideli kiekiai elektros kritviy. Prisilietus
prie tokio iSjungto maitinimo Saltinio iséjimo lizdy galima gauti elektros smiigj.



102 BIOCHEMIJOS LABORATORINIAI DARBAI

8.2. Omo désnis ir elektroforeze

Norint suprasti, kaip veikia gelelektroforezés aparatas, reikia prisiminti Omo désni:
jtampa (V) = srovés stiprumas (I) X varza (R), arba V' = IR. Elektros grandin¢je
poliakrilamido gelj galima vertinti kaip tam tikra varza, o maitinimo Saltinj — kaip
elektros sroves tiektuva. Dauguma maitinimo Saltiniy elektroforezés metu gali palaikyti
grandin€je arba pastovy elektros sroves stipruma, arba jtampa. Kai kurie Saltiniai gali
palaikyti pastovy elektrinio lauko galinguma: galingumas = jtampa X srovés
stiprumas, arba VI = ’R.

Vienkrypteje stacioje gelelektroforezes sistemoje dazniausiai katodas dedamas vir-
Sutin€je elektrodinio buferio talpykloje, o anodas — apatinéje. Tai vadinamoji anijoniné
sistema, kurioje neigiamai jkrautos baltymy ar nukleoriigsc¢iy molekulés juda anodo
link, esancio apatinéje elektrodinio buferio talpykloje. Baltymy NDS-poliakrilamidiné
gelelektroforezé (NDS-PAGE) yra anijoniné sistema, nes natrio dodecilsulfatas turi
neigiamaji krtvj ir sudaro junginius su baltymais.

Kartais baltymy elektroforezé yra atlickama katijoninéje sistemoje. Sioje sistemoje
baltymy molekulés jkrautos teigiamai. Tai pasiekiama naudojant riigstinius buferius
(pvz. acto rugsties/karbamido buferiai histonams atskirti) arba katijoninius ploviklius
(pvz, cetiltrimetilamonio bromidas, CTAB). Katijoninés elektroforezés sistemos
elektrody padétis yra prieSinga negu anijonines sistemos.

Baltymy NDS-PAGE dazniausiai atlickama esant nekintamam elektros sroves
stiprumui. Standartinéje Lemli sistemoje NDS-PAGE metu gelio varza didéja. Jeigu
yra palaikomas nekintamas elektros sroves stiprumas, tuomet turi didéti jtampa.

Daznai maitinimo $altiniai turi daugiau negu viena pora i$é¢jimo lizdy. Sios lizdy
poros lygiagreciai sujungtos tarpusavyje. Jeigu daugiau negu vienas gelelektroforezés
aparatas yra tiesiogiai prijungtas prie Siy lizdy, tai geliai yra sujungti lygiagreciai
(8.3 pav.). Tuomet jtampa kiekviename gelyje yra vienoda. Kitais Zodziais tariant, jeigu
maitinimo Saltinyje yra nustatyta 100 V jtampa, tai ir kickviename gelyje tarp elektrody
yra 100 V. Taciau bendras elektros sroves stiprumas yra lygus sumai sroviy stiprumuy,
esanciy kiekviename gelyje.

Kelis gelelektroforezes aparatus galima prijungti ir prie vienos maitinimo Saltinio
i8€jimo lizdy poros. Tuomet elektroforezés aparatai yra sujungiami tarpusavyje. Tam
tikrus gelius galima sujungti lygiagreciai arba nuosekliai (8.3 pav.). Jeigu keli geliai yra
prijungti prie tos pacios i§¢jimo lizdo poros nuosekliai, tai elektros sroves stiprumas
kiekviename gelyje yra lygus bendram srovés stiprumui. PavyzdZiui, jeigu maitinimo
Saltinio miliampermetras rodo 10 mA, tai kiekviename gelyje irgi teka 10 mA srove.
Taciau Siuo atveju bendra jtampa yra lygi sumai itampy, esanciy kiekviename gelyje.
PavyzdZiui, jeigu esant pastoviam elektros sroves stiprumui 10 mA viename gelyje yra
100V jtampa, tai du vienodi geliai, sujungti nuosekliai, sukels 200 V (100 V kiekvienas).
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Maitinimo Maitinimo Maitinimo
Saltinis Saltinis Saltinis
1 1 1

+ | 0000 + 0000 | + L 0000

_ | cooo - o000 ! 0000

[ N e ( W W
Poliakril- Poliakril- Poliakril- Poliakril- Poliakril- Poliakril- Poliakril-

amido gelis | | amido gelis | | amido gelis| | amido gelis| | amido gelis | | amido gelis | | amido gelis

Gelelektroforezés aparataisujungti Gelelektroforezés aparatai Gelelektroforezés aparatai
nuosekliai prie vienos maitinimo Saltinio  sujungti lygiagre¢iai prie dviejy sujungti lygiagrediai prie vienos
is¢jimo lizdy poros skirtingy maitinimo $altinio maitinimo Saltinio i§¢jimo
(itampos géliuose sumuojasi) i8¢jimo lizdy lizdy poros
(srovés stiprumai sumuojasi) (srovés stiprumai sumuojasi)

8.3 pav. Gelelektroforezés aparaty prijungimo prie maitinimo Saltinio budai

Jeigu turime Zemosios itampos maitinimo $altini, tai itampos dydis apibrézia galimybe
sujungti nuosekliai daugiau gelelektroforezés aparaty.

Poliakrilamido gelio storis taip pat turi reik§més santykiui tarp elektros sroves
stiprumo ir jtampos. 1,5 mm storio gelj galima vertinti kaip du 0,75 mm storio gelius,
sujungtus lygiagrediai. Siuo atveju srovés stiprumas sumuojasi, todél norint pasiekti ta
pacia prading jtampa ir elektroforezes laika, 0,75 mm storio geliui reikés perpus
mazesnio elektros srovés stiprumo negu 1,5 mm storio geliui. Jeigu gelio storis
padvigubéja, tai ir sroves stiprumas turi biti padvigubintas. Elektroforezei storuose
geliuose yra reikalingos didelés sroves. Dél Sios priezasties elektroforezés metu geliai
kaista. ISsiskyrusi Siluma blogina baltymy elektroforezés skiriamajg galia. Tokie
gelelektroforezes aparatai privalo turéti ausinimo sistemas.

8.3. Vienkrypté stacioji nutritkstamoji baltymy gelelektroforezé
denatiiravimo sqlygomis (atsizvelgiant | Lemli)

Gelelektroforezés metu baltymy molekuliy judéjimo greitis poliakrilamido gelyje prik-
lauso nuo elektrinio lauko stiprumo ir gelio pory dydzio (didinant akrilamido
koncentracija poros mazéja).

Dazniausiai nutriikstamoji baltymy NDS-poliakrilamidine gelelektroforeze yra
atlieckama taikant standarting Lemli pasitilyta metodika. Yra ir kity alternatyviy
elektroforezés metody, dazniausiai taikomy savitiems tikslams pasiekti (pvz., peptidams
ar maziems baltymams atskirti). Vienkryptéje gelelektroforezéje denatiiravimo
salygomis (esant 0,1 % natrio dodecilsulfato) baltymy molekulés elektriniame lauke
poliakrilamido gelyje juda anodo link ir atsiskiria — tai priklauso nuo molekulinés jy
masés (8.2 pav.). Nutriikstamosios baltymy elektroforezés metu elektroforezés aparate
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yra paruo$iamas skiriamasis poliakrilamido gelis, ant kurio virSaus polimerinamas
koncentruojamasis poliakrilamido gelis, turintis Sulinélius pavyzdZiams jpilti. Prie§
ipilant baltymus i Sulinélius, jie denattiruojami, pridéjus i meéginius natrio dodecilsulfato
ir 2-merkaptoetanolio arba ditiotreitolio ir laikant verdanc¢iame vandenyje.

Stacioji baltymy elektroforezé yra atlickama tam tikro dydzio poliakrilamido gelio
plokstelése. Dazniausiai jos biina apie 14x14 cm dydZio. Yra naudojamos ir mazesneés
plokstelés (6x8 cm). Tokie geliai vadinami minigeliais. Baltymy atskyrimo geba
minigeliuose yra mazesné negu didesniuose geliuose, taciau elektroforezei reikia maziau
reagenty ir baltymus galima atskirti per trumpesnj laika.

8.3.1. Poliakrilamido gelio paruoSimas

Poliakrilamido gelis susidaro polimerizuojant akrilamida. Linijinés poliakrilamido
grandinés yra skersai sujungiamos N, N-metilenbisakrilamidu. Polimerizacijos reakcija
sukeliama amonio peroksosulfatu, o TEMED (tetrametiletilendiaminas) yra Sios
reakcijos katalizatorius (8.3 pav.).

Renkantis skiriamojo gelio akrilamido koncentracijg atsizvelgiama j atskiriamy
baltymy molekuliniy masiy dydj. Rekomenduojamas 5 % gelis atskirti denatiiruotus
baltymus 60-200 kDa, 10 % gelis: 16-70 kDa ir 15 % gelis: 12-45 kDa (8.1 lentel¢).

Amonio peroksosulfatas

™.

R.
(laisvieji radikalai)

CH5:$H
CONH, CONH
CHf:Cﬁ éHz
CO#H
CH,— c|:H
TEMED (katalizatorius)
CONH, CONH,
‘—CH57$H—CH57CH*CHf—CH—CHf~?H—
CONH CONH
éHl éHz
$0&H CONH, fo&ﬂ
—CH,—~CH—CH,—CH—CH,—CH—CH,—CH—CH,—
éowﬂ
Poliakrilamidas

8.3 pav. Akrilamido ir N,N’-metilenbisakrilamido kopolimerizacijos reakcija
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8.1 lentele¢. Skiriamojo poliakrilamido gelio paruosimas ¢

. . Galutin¢ akrilamido koncentracija skiriamajame gelyje (%)°
Pradiniai tirpalai 5 6 | 7 | 75] 8 ] 9 | 10] 12 ] 13 ] 15

30 % akrilamidas/0,8 % | 2,5 3,00 (3,50 |3,75 |4,00 [4,50 |[5,00 |6,00 |6,50 |[7,5
metilenbisakrilamidas

4x TRIS-HCUNDS buferis | 3,75 |3,75 3,75 |3,75 |3,75 (3,75 |3,75 |3,75 |3,75 |3,75
pH 8,8

H,O 8,75 825 |7,75 |7,50 |7.25 6,75 |625 |525 |475 |3,75

10 % (svoris/tliris) amonio | 0,05 [0,05 [0,05 |0,05 |0,05 [0,05 [0,05 [0,05 [005 |0,05
peroksosulfatas

TEMED 0,01 {001 (0,01 (001 {001 (001 {001 [0,01 {001 [0,01

@ 15 ml skiriamajam geliui paruosti (pakanka 0,75 mm X 14 cm x 14 cm gelio plokstelei).

b Lenteléje nurodyti skaiciai reiSkia atitinkamy tirpaly tirius, i§reik§tus ml. Akrilamido
koncentracija skiriamajame gelyje pasirenkama atsizvelgiant j atskiriamy baltymy
molekuliniy masiy dydj.

Skiriamasis poliakrilamido gelis polimerinamas tarp stikly elektroforezés aparato
gardeléje. Polimerizacijos reakcija kambario temperatiiros salygomis atlickama per
30-60 min. Ant susidariusio skiriamojo gelio virSaus polimerinamas stambiaporis
(3-4 %) koncentruojamasis poliakrilamido gelis. Jame padaromi Sulinéliai, baltymy
pavyzdziams jpilti. ParuoSus skiriamaji ir koncentruojamaji gelius, stiklai su geliais
jstatomi i elektroforezés aparata. I virSuting ir apating aparato talpyklas pripilama
elektroforezes buferio. Buferis turi pripildyti koncentruojamajame gelyje esancius
Sulinélius (virSutinéje talpykloje) ir skalauti skiriamojo gelio apacia (apatinéje
talpykloje). Reikia isitikinti, ar buferis neisteka i§ virSutinés talpyklos.

8.3.2. Baltymy paruoS$imas elektroforezei
ir jy jpilimas j koncentruojamojo gelio Sulinélius

Baltymai denatiiruojami, pripilant natrio dodecilsulfato tirpalo ir 2-merkaptoetanolio
ar ditiotreitolio. MiSinys kaitinamas verdancio vandens vonioje. Jeigu po elektroforezes
baltymai bus nustatomi dazant Coomassie méliu, tai i 0,8 cm plocio Sulinélj
rekomenduojama ipilti 25-50 pg baltymo < 20 ul tiiryje (kai miSinyje yra daug skirtingy
baltymy) ir 1-10 ug (kai miSinyje yra vienas arba keli skirtingi baltymai). Jeigu po
elektroforezes bus daZoma sidabru, tuomet i Sulinélj reikia jpilti 10-100 karty maziau
baltymo (0,01-5 ug < 20 ul tiiryje, atsizvelgiant i baltymy miSinio sudéti).
Rekomenduojama, prie$ pripilant denatiruojamyjy agenty, baltymy tirpalus laikyti
OrC temperatiiros salygomis ir denatiiruojamyjy agenty tirpalus (kambario
temperatiiros) pripilti i leduose esantj 1,5 ml plastikinj mégintuvélj, turintj baltymy
miSinio. Kad negaruoty, mégintuvélj reikia dengti dangteliu, miSinj sumaiSyti stikurine
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purtykle ir nedelsiant jdéti 3-5 min. j verdancio vandens vonig. Negalima kambario
temperatiiros saglygomis ilgai laikyti baltymy kartu su denatiiruojamaisiais agentais,
nes prie$ kaitinima 100°C temperatiira, tokioje terpéje ypac aktyvios endogeninés
peptidazes, kurios gali suardyti miSinyje esancius tiriamus baltymus. Be denati-
ruojamuyjy agenty, tiriamy baltymy preparatuose dar yra glicerolio ~ 10 % (tiirio) ir
bromfenolio mélynojo.

Svirkstu, turiniu tiesiai nupjauta adata, j Sulinélius ipilami paruosti baltymy
pavyzdziai. Baltymy pavyzdziy tirpalai yra klampiis, todél jie plonu sluoksniu
uzsluoksniuojami ant Sulineliy dugno. I nepanaudotus Sulinélius jpilama vien tik
baltymus denatiiruojancio (pavyzdzio) buferio. Tai apsaugo nuo baltymy plitimo i
aplinkinius tuscius (be baltymy) Sulinélius.

I kontrolinius Sulinélius taip pat jpilama denatiiruoty standartiniy (Zinomos
molekulinés masés) baltymy miSinio (Zr. Prieda). Jau paruoStus standartiniy baltymy
misinius gamina komercinés firmos.

8.3.3. Elektroforezés aparato jjungimas j elektros sroves $altinj

Supylus | Sulinélius baltymy pavyzdzius, elektroforezeés aparatas prijungiamas prie
pastoviosios elektros sroves Saltinio 0,75 mm storio geliams nustatoma 10 mA stiprumo
srove. Kai bromfenolio mélynojo dazas jeina | skiriamajj gelj, srovés stiprumas
padidinamas iki 15 mA. Démesio! Standartiniame 16 cm ilgio ir 0,75 mm storio gelyje,
esant 4 mA elektros srovés stiprumui, elektroforezé vyksta ~ 15 val. Jei sroveés stiprumas
15mA ~ 4-5val. Vienu aparatu atliekant dviejy geliy elektroforeze, arba vieno 1,5 mm
storio gelio, — srovés stiprumas padvigubinamas. Atliekant 1,5 mm gelio storio
elektroforeze ir nustacius 30 mA srovés stiprumgq, 10°-20°C temperatiira turi biiti
palaikoma termostatu, cirkuliuojant pastoviosios temperatiiros vandeniui. Esant didelei
temperatiirai, gelyje judancios baltymy sritys iSsiplecia ir iSsikraipo. Negalima atlikti
elektroforezés, esant < 5°C temperatiirai, nes buferiniuose tirpaluose esantis natrio
dodecilsulfatas iSkrinta j nuosédas.

Kai judantis gelyje bromfenolio mélynasis pasiekia skiriamojo gelio apacia,
i§jungiama elektros srove ir elektroforezés aparatas iSjungiamas i sroves Saltinio.

8.3.4. Elektroforezés aparato iSrinkimas po elektroforezés

I8 virSutinés talpyklos iSpilamas elektroforezes buferis ir i§ aparato iSimami stiklai,
turintys gelius. Jie padedami ant filtravimo popieriaus lapo arba popierinio ranksluoscio.
Atsargiai pastumiama i priekij viena tarping, esanti tarp stikly, ir, naudojant ja kaip
sverta, praskiriami stiklai. Nuimamas virSutinis stiklas ir nupjaunamas mazas gabalélis
gelio kampo tam, kad gelio daZymo metu galétume Zinoti takeliy padétj bei kas ir i
kuriuos Sulinélius buvo ipilta.
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8.3.5. Baltymy dazymas gelyje

Po elektroforezés baltymus gelyje galima nustatyti dazant juos Coomassie meliu arba
sidabru. Dazymas Coomassie meliu yra paprastesnis ir greitesnis. Dazymo sidabru
metodas yra jautresnis ir daZniausiai taikomas maziems baltymy kiekiams nustatyti.
Coomassie mélis nesavitai jungiasi su baltymy molekulémis. Siuo dazu galima nudazyti
0,3-1,0 ug baltymo, esancio vienoje juosteléje. Baltymai gelyje yra tvirtinami izopropilo
alkoholio ir acto riigsties tirpalu ir nudazomi Coomassi méliu. ISplovus daza is gelio,
meélynos nudaZytos baltymy juostelés yra aiSkiai matomos. Toks gelis gali biiti laikomas
acto rugsties tirpale arba vandenyje, fotografuojamas arba iSdziovinamas.

Dazant baltymus sidabru, prie tam tikry baltymo molekuléje esanciy cheminiy
grupiy (sulfhidriliniy, karboksi-) prisijungia sidabras. Siuo metodu galima nudazyti
nuo 2-5 ng baltymo, esancio vienoje juostel¢je. Baltymai poliakrilamido gelyje yra
tvirtinami metanolio ir formaldehido tirpalu. Po gelio ekspozicijos sidabro nitrato
tirpale, jis yra pamerkiamas j rySkalus. RySkinimo metu pasiekus reikiama nudazyty
baltymy juosteliy rySkuma, gelis tvirtinamas. Jj galima fotografuoti, iSdZiovinti.

8.4. Baltymy nustatymas gelio elektroforezés metodu

Prietaisai ir medziagos

1. Elektroforezés aparatas, turintis spaustukus, stiklus, gelio paruosimo stovelj ir
elektroforezes buferio talpyklas.

2. 0,75 mm storio tarpines.

3. 0,75 mm storio politetrafluoretileno ,,Sukos®, turincios 1, 3, 5, 10, 15 arba 20
danty.

4. Pastoviosios elektros sroves saltinis.

i

25 arba 100 wl Svirkstas, turintis tiesiai nupjautg adata.
6. 0,45 um pory skersmens filtrai (naudojami pradiniams tirpalams ruosti).

Tirpalai ir ju ruoSimas

1. 30 % akrilamido/0,8 % N,N’-metilenbisakrilamido tirpalas. IStirpinama 30 g
akrilamido ir 0,8 g N,N’-metilenbisakrilamido ir pripilama H,O iki 100 ml.
Tirpalas perfiltruojamas pro 0,45 um pory dydzio filtra ir laitkomas tamsoje,
esant 4°C temperatiirai. Sis tirpalas sunaudojamas per 30 dieny, nes akrilamidas
pamazu hidrolizuojasi iki akrilo riigsties ir amoniako. Démesio! Akrilamido
monomeras yra neurotoksiskas. Sverti atsargiai. Dirbant su akrilamido tirpalais,
miivéti gumines pirstines ir nesiurbti burna pipetémis Siy tirpaly.

2. 4x TRIS-HCI/NDS buferis pH 6,8 (0,5 M TRIS-HCI, 0,4 % NDS). 6,05 g TRIS
iStirpinama 40 ml H,O. | gauta tirpala jpilama 1 N HCI, kol tirpalo pH bus 6,8
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10.
11.
12.

13.

ir pripilama H,O iki 100 ml. Tirpalas perfiltruojamas pro 0,45 um pory dydZio
filtra ir pridedama 0,4 g NDS. Laikoma, esant 4°C temperatiirai, iki 1 mén.

. 4x TRIS-HCI/NDS buferis pH 8,8 (1,5 M TRIS-HCl, 0,4 % NDS). 91 g TRIS

iStirpinama 300 ml H,O. | gauta tirpala pilama 1 N HCI, kol tirpalo pH bus 8,8
ir pripilama H,O iki 500 ml. Tirpalas perfiltruojamas pro 0,45 um pory dydZio
filtra ir pridedama 2 g NDS. Laikoma, esant 4°C temperatiirai, iki 1 mén.

. 1IX TRIS-HCI/NDS buferis pH 8,8 (praskiedZiamas 4x TRIS-HCI/NDS buferis

pH 8.8).

. 2x baltymu denatiiravimo (pavyzdzio) buferis (25 ml 4 x TRIS-HCI/NDS

buferio pH 6,8, 20 ml glicerolio, 4 g NDS, 2 ml 2-merkaptoetanolio arba 3,1 g
ditiotreitolio, 1 mg bromfenolio melynojo ir pripilama H,O iki 100 ml. Gerai
iSmaiSoma ir, iSpils¢ius po 1 ml, laikoma, esant —70°C temperatiirai).

. 10 % amonio peroksosulfato [(NH,),S,0,] tirpalas (svoris/tiiris). Tirpalas

ruoSiamas prie§ pat naudojima.

. Tetrametiledilendiaminas (TEMED).
. Elektroforezés buferis (3,02 g TRIS, 14,4 g glicino, 1 g NDS ir pripilama H,0O

iki 1000 ml. Laikoma, esant 0°-4°C temperatiirai, iki 1 mén.).

. Standartinis miSinys baltymu, turiné¢iy Zinomas molekulines mases (Zr.

Prieda).

Tiriamu baltymy pavyzdziai.

Izobutilo alkoholis, prisotintas vandens.
Baltymams dazyti Coomassie méliu:

Baltymu tvirtinimo tirpalas: [25 % (tiirio) izopropilo alkoholio, 10 % (tiirio)
acto ruigsties ir 65 % vandens]. Laikoma kambario temperatiiros salygomis.
Dazo Coomassie mélio tirpalas: [10 % (tiirio) acto ruigsties, 0,006 % (svoris/
tiiris) Coomassie melio G-250, 90 % vandens). Laikoma kambario temperatiiros
salygomis.

10 % (turio) acto rugstis.

Baltymams dazyti sidabru:

Baltymu tvirtinimo tirpalas: [40 % (ttirio) metanolio, 0,5 ml 37 % formaldehido
vienam litrui tirpalo, 60 % vandens]. Laikoma, esant kambario temperatiirai, iki
1 ménesio.

Natrio tiosulfato (Na,S,0,) tirpalas: 0,2 g/l.

Ryskinimo tirpalas: [3 % (svoris/tiiris) natrio karbonato, 0,0004 % (svoris/
tiiris) natrio tiosulfato, 0,5 ml 37 % formaldehido vienam litrui tirpalo (pripilama
prie§ pat naudojima)]. Laikoma be formaldehido kambario temperattros
salygomis.

0,1 % sidabro nitrato tirpalas. Laikoma tamsiame butelyje kambario tempe-
ratiiros salygomis iki 1 mén.

2,3 M citriny rugsties tirpalas.
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8.4.1. Skiriamojo gelio paruosimas

1. Naudojant du $varius stiklus ir dvi tarpines Sulinéliai
surenkama elektroforezés aparato gardelé, skirta baltymams {pilti
pripildyti skiriamojo ir koncentruojamojo polia-
krilamidiniy geliy (8.5 pav.). Démesio! Stiklus galite
nuplauti Alconox arba RBS-35 (Pierce) tirpalais.

2. Stiklai suspaudziami spaustukais tarpusavyje.

Gardel¢ istatoma j pildymui skirtg stovelj.

3. Istiklinait¢ supilami tirpalai, reikalingi skiriama-
jam geliui paruosti (1 lentelé). Gerai iSmaiSoma. Tarpines

4. ParuoStu tirpalu pripildoma elektroforezés aparato 8.5 pav. Elektroforezés
gardelé. Tirpalas pilamas Salia tarpinés, esancios aparato gardelé
tarp stikly. Nuo stikly virSaus koncentruojamajam
geliui palickamas ~ 3 cm tarpas. Démesio! Paruostq tirpalg tarp stikly reikia
supilti nedelsiant, nes kitaip polimerizacijos reakcija jvyks pacioje kolbutéje.

5. Ant pavirSiaus tirpalo, esancio tarp stikly, pipete atsargiai uzsluoksniuojama
izobutilo alkoholio, prisotinto H,O. Pilama palengva, i§ pradziy Salia vienos,
veliau Salia kitos tarpiniy, esanciy tarp stikly. Démesio! Nesuardykite po-
limerinamo gelio pavirsiaus. Deguonis létina polimerizacijos reakcija, o izobutilo
alkoholio sluoksnis neleidzia patekti deguoniui j polimerizacijos miSini. Be to,
gaunamas lygus ir plokScias poliakrilamido gelio pavirSius.

6. Laukiama, kol jvyks polimerizacijos reakcija (30-60 min. kambario tem-
peratiiros salygomis).

8.4.2. Koncentruojamojo gelio paruoSimas
1. Nupilamas izobutilo alkoholis, prisotintas H,O, ir gelio pavirSius kelis kartus

praplaunamas 1 x TRIS-CI/NDS buferiu pH 8,8. Démesio! Izobutilo alkoholio
likuciai sumazina skiriamgqjq elektroforezés gebq, todél jis turi biiti visiskai
pasalintas. Izobutilo alkoholio sluoksnis ant gelio pavirSiaus gali biiti ne ilgiau
kaip 2 valandas.

I stiklinaite pripilama 0,65 ml 30 % akrilamido/0,8 % N,N’-metilenbisakrila-
mido tirpalo, 1,25 ml 4 x TRIS-HCI/NDS buferio pH 6,8 ir 3,05 ml H,O.
Pripilama 25 ul 10 % amonio peroksosulfato tirpalo ir 5 ul TEMED. Gerai
iSmaiSoma.

Gautas tirpalas supilamas tarp stikly ant skiriamojo gelio. Démesio! Paruostq
tirpalq tarp stikly reikia supilti nedelsiant, nes kitaip polimerizacijos reakcija jvyks
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8.4.3.

8.4.4.

pacioje kolbutéje. Tarp stikly jpiltame koncentruojamajame gelyje neturi biiti oro
burbuly. 1 uzpilta koncentruojamojo gelio sluoksnj jstatomos ,,Sukos® ir, jeigu
reikia, papildomas koncentruojamojo gelio sluoksnis. Laukiama, kol ivyks
polimerizacijos reakcija (30 — 45 min. kambario temperatiiros salygomis).

Baltymy preparaty paruoSimas elektroforezei
ir jy ipylimas | koncentruojamojo gelio Sulinélius

1,5 ml plastikiniame mégintuvélyje dalis tiriamo baltymy tirpalo praskiedziama
santykiu 1:1 su 2 x baltymus denatiiruojanciu (pavyzdzio) buferiu ir 3 - 5 min.
miSinys kaitinamas verdancio vandens vonioje. Rekomenduojami baltymy
kiekiai nurodyti teoringje Sio aprasymo dalyje.

1,5 ml plastikiniame mégintuvélyje paruoSiamas reikiamy etaloniniy baltymy
miSinys (Zr. Prieda): jie iStirpinami 1 x baltymus denatiruojanciame (pavyzdzio)
buferyje ir 3 -5 min. kaitinama verdancio vandens vonioje. Rekomenduojami
baltymy kiekiai nurodyti teorinéje Sio aprasymo dalyje.

Atsargiai iSimamos ,,Sukos®.

IS pripildymui skirto stovelio iSimama gardelé ir jstatoma i elektroforezés aparata.
I elektroforezes aparato talpyklas pripilama elektroforezes buferio.

Svirkstu, turinciu tiesiai nupjauta adata, | Sulinélius jpilami paruosti baltymy
pavyzdziai, atsargiai, plonu sluoksniu jie sluoksniuojami ant Sulinéliy dugno. I
kontrolinj Sulin€lj jpilamas etaloniniy baltymy miSinys. ] nepanaudotus Sulinélius
ipilamas toks pat tiiris 1 x baltymus denattiruojancio (pavyzdzio) buferio.
Elektroforezés aparatas prijungiamas prie pastoviosios elektros srovés Saltinio
ir atlickama elektroforeze (salygos nurodytos teorinéje Sio darbo aprasymo
dalyje).

Baltymy dazymas gelyje po elektroforezes

Dazymas Coomassie méliu

1.

3.

Po elektroforezés poliakrilamido gelis jdedamas i plastiking ar stikling vonele
ir uZpilamas 3 -5 gelio tiiriais baltymy tvirtinimo tirpalu. Vonel€ létai siibuojama
kambario temperatiros salygomis — 0,75 mm storio gelj — 10 — 15 min., 1,5 mm
storio gelj — 30 — 60 min.

ISpilamas baltymy tvirtinimo tirpalas ir uzZpilama Coomassie mélio daZo tirpalu.
Vonel¢ létai sitibuojama kambario temperatiiros salygomis, kol baltymy juostelés
nusidazys norimo rySkumo mélyna spalva (1 — 12 val.).

Dazy tirpalas i§pilamas ir uzpilama 10 % acto riig§timi. Vonel¢ Iétai siibuojama
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kambario temperatiiros salygomis, kol i gelio iSsiplaus dazas, nesusiriSes su
baltymu (= 2 val.). Nuolatos pakei¢iamas 10 % acto riigsties tirpalas. Gelis
laikomas 7 % acto rugsties tirpale arba vandenyje.

Dazymas sidabru

1.

Po elektroforezés poliakrilamido gelis idedamas j plastiking vonelg ir pripilama
50 ml baltymy tvirtinimo tirpalo. Vonelé 10 min. létai siiibuojama kambario
temperatiiros salygomis. Démesio! 10 min. laikas yra 0,75 mm x5,5 cm x8 cm
dydzio ir 12,5 % koncentracijos poliakrilamido geliui. Gelis jdedamas j 8x14 cm
dydZzio vonele.
IS vonelés iSpilamas baltymy tvirtinimo tirpalas ir gelis du kartus praplaunamas
vandeniu. Visais atvejais 5 min. vonelé¢ létai sitibuojama.
I8pilamas vanduo ir gelis pamerkiamas 1 min. j 50 ml natrio tiosulfato tirpala.
Vonel¢ létai sitibuojama.
ISpilamas natrio tiosulfato tirpalas ir gelis du kartus po 20 sekundZziy
praplaunamas vandeniu.
I8pilamas vanduo ir gelis 10 min. pamerkiamas i 50 ml 0,1 % sidabro nitrato
tirpala. Vonelé létai siibuojama.

I$pilamas sidabro nitrato tirpalas ir gelis praplaunamas vandeniu bei mazu
tiiriu rySkinimo tirpalu.
Gelis pamerkiamas | 50 ml rySkinimo tirpalg ir vonelé létai siibuojama, kol bus
reikiamas baltymy juosteliy spalvos rySkumas (~ 1 min.).
Norint sustabdyti ry§kinima, i vonele ipilama 2,5 ml 2,3 M citriny rigsties tirpalo
ir vonelé 10 min. létai siiibuojama.
I8pilamas tirpalas i§ vonelés ir gelis uZpilamas vandeniu. Gelis plaunamas 10
min. Iétai siibuojant vonele. Nudazytas gelis laikomas vandenyje.

Pastabos

Baltymy elektroforezei reikia naudoti ypac $varius cheminius reagentus. Jeigu

poliakrilamido gelio paruo§imo metu polimerizacijos reakcija vyksta létai, tai tuomet reikia

paruosti Svieziag amonio peroksosulfato tirpala, arba vienu trec¢daliu padidinti jo
koncentracija, naudoti kokybiska TEMED.
Koncentruojamasis gelis yra ruoSiamas ir uZpilamas pries pat elektroforeze. PrieSingu

atveju, del difuzijos buferiai, esantys koncentruojamajame ir skiriamajame geliuose,

susimaiSys ir tai pablogins baltymy atskyrima.

Elektroforezés metu tekant elektros srovei, gelis kaista. Nevienodas gelio Silimas turi

jtakos baltymy judéjimo greiéiui. Soniniuose poliakrilamido gelio takeliuose baltymai

juda léciau negu viduriniuose takeliuose (po elektroforezés nudazius baltymus gelis

tarsi Sypsosi). Tai galima pasalinti elektroforezés metu ausinant gelj arba mazinant

elektros sroves stipruma.
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Nejprastas tam tikry baltymy molekuliy judrumas poliakrilamido gelyje. Dazniausiai
toks neiprastas elektroforezinis judrumas biidingas sudétingiems baltymams
(glikoproteinams, nukleoproteinams, fosfoproteinams ir pan.) bei turintiems daug
baziniy ir kity jkrauty aminortgsciy liekany.

Po elektroforezés nekokybiskos juostelés. Jei signalinio bromfenolio mélynojo juostele
elektroforezés metu yra difuzine, tuomet reikia paruosti naujus buferinius tirpalus ir
monomero akrilamido tirpala. Jeigu po elektroforezés nudazytos baltymy juostelés yra
difuzinés, tuomet rekomenduojama 25 — 50 % padidinti elektros sroves stipruma bei
naudoti didesnés koncentracijos skiriamajj geli. Stebéti, ar nevyksta proteolize, dél kurios
gali iSnykti didelés molekulinés mases baltymy juostelés ir susidaryti irimo produkty
HSlitizes™ gelio takeliuose. Jeigu po elektroforezés baltymy juosteliy krastai yra nelygus ir
dantyti, tuomet reikia sumazinti i $ulinélj pilamo baltymo kieki arba 25 % sumazinti
elektros sroves stipruma. Kita priezastis tokiy staciai dantyty baltymy juosteliy gali biiti
iSulinélius jpiltos neistirpusiy baltymy nuosedos, kurias galima paSalinti centrifuguojant.
Be to, kartais Siuos sunkumus galima pasalinti sumaZinus akrilamido koncentracija gelyje.
D¢l nekokybisko koncentruojamojo gelio (blogai ivykusi polimerizacijos reakcija),
baltymy juosteles turés nelygius dantytus kraStus. Tai gali biiti iStaisoma nuorinant
koncentruojamojo gelio polimerinimui paruosta tirpalg arba vienu tre¢daliu padidinant
amonio peroksosulfato ir TEMED koncentracijas. Kita tokiy dantyty krasty juosteliy
priezastis gali biiti baltymy pavyzdZiuose esancios druskos, todel pries elektroforeze
patartina jas pasalinti dializuojant arba gelchromatografijos biidu. Jeigu pavirSius tarp
skiriamojo ir koncentruojamojo geliy yra nelygus, tuomet po elektroforezés susidaro
kreivos baltymy juostelés. Norint to isvengti, reikia, ruoSiant skiriamaji geli, labai atsargiai
uzpilti ant jo pavirSiaus izobutilo alkoholio prisotintu H,O. Kartais po elektroforezés
matosi dvigubos baltymy juostelés. Priezastis gali biiti dalin¢ baltymy oksidacija arba
irimas. Oksidacija galima sumaZinti, padidinant 2-merkaptoetanolio koncentracija arba
paruosiant baltymy pavyzdZius prie§ pat elektroforeze. Jeigu po elektroforezés susidaro
maziau juosteliy negu tikimasi arba turéty biiti ir yra stebima plati baltymo juosta
signalinio dazo bromfenolio mélynojo judéjimo zonoje, tuomet patariama padidinti
akrilamido koncentracija skiriamajame gelyje.

Didelg reiksme baltymy elektroforezés kokybei turi tiriamy baltymy preparaty paruosimas.
Pagrindinis sunkumas yra baltymy proteolizé endogeninémis peptidazémis, i§skiriant
juos i§ lasteliy bei ruosiant elektroforezei. Dauguma endogeniniy peptidaziy yra labai
aktyvios buferiuose, turin¢iuose natrio dodecilsulfato. Tod¢l patariama ruoSiant baltymy
pavyzdzius elektroforezei, baltymy denatiiravimo (pavyzdzio) buferio pripilti ir 3 min.
70°-100°C temperatiiros salygomis pakaitinti. Juos reikia pakaitinti prie$ pat pavyzdZius
pilant j poliakrilamido gelio Sulinélius. Kai kuriais atvejais, esant 100°C temperatiirai,
gali susidaryti netirpios baltymy sankaupos, kurios elektroforezés metu visiSkai nejuda
arba labai blogai juda gelyje. Todél po elektroforezés nudazius baltymus Coomassie
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meliu, poliakrilamido gelio pradZioje matomos tokiy baltymy ,,Slitizés*. Norint iSvengti
proteolizes ir baltymy sankaupy, esant didelei temperatiirai, reikia baltymy iSskyrimo
metu naudoti savituosius peptidaziy slopiklius ir/arba mazinti kaitinimo temperatiirg
iki 70°-80°C.

Jeigu baltymai is Sulinéliy greitai skverbiasi | koncentrugjamgyji gelj, tuomet reikia
kiek galima sutrumpinti laika tarp baltymy ijpylimo i Sulinélius ir elektros sroves
jjungimo, be to, padidinti koncentruojamajame gelyje akrilamido koncentracija nuo 4
% iki 4,5 % ar 5 %. Norint i$vengti baltymy difuzijos koncentruojamajame gelyje,
patartina 25 % padidinti elektros srovés stipruma.

Jeigu elektroforezé vyksta labai ilgai, priezastis gali biti didelé naudojamy buferiy
koncentracija arba mazas tekancios elektros sroves stiprumas.

Darbo trukmé

Skiriamojo ir koncentruojamojo poliakrilamido geliy paruoSimas trunka apie 2-3
val. 14 x 14 cm dydzio, 0,75 mm storio gelyje elektroforeze vyksta 4-5 valandas, esant
15 mA (70-150 V) elektros srovés stiprumui, ir 3—4 valandas, jei elektros srovés
stiprumas 20 mA (80-200 V). 1,5 mm storio gelyje elektroforeze vyksta 4-5 valandas,
esant 30 mA elektros srovés stiprumui. 0,75 mm storio minigelivose elektroforeze
vyksta apie 1 valanda, esant 20 mA (100-120 V) elektros srovés stiprumui. Dazniausiai
elektroforeze atliekama 15°-20°C temperatiiros salygomis. Oru auSinamuose
elektroforezes aparatuose rekomenduojama naudoti mazesni elektros sroves stipruma.
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9. Nukleoriigsciy gryninimas ir analizé

9.1. DNR gryninimas

Siekiant atlikti DNR analiz¢ arba naudoti ja tolesnéms procediiroms, DNR turi biiti
iSgryninta, be RNR ir baltymy priemaiSy. Siekiant iSgryninti nefragmentuoty ir
maziausiai mechaniskai paveikta DNR taikomi patys $velniausi Igsteliy ardymo
metodai. Idealiu atveju lasteliy sienelés turéty buiti suardomos fermentiniu metodu
(pvz., bakterijy apvalkalas — lizocimu), o lasteliy membrana suardoma detergentais.
Taikant fizinius Igsteliy ardymo metodus, reikia turéti omenyje, kad turéty biiti vengiama
naudoti jégas, del kuriy DNR molekulés gali tritkti. Lasteliy suardymas ir visi kiti
gryninimo etapai atlickami 4°C temperatiiros salygrmis. Dazniausiai gryninimo metu
naudojama EDTA (etilendiamintetraacto riigstis), surisanti Mg?* jonus, kurie yra
reikalingi fermentams deoksiribonukleazéms (DNazéms), aktyvinti. Gryninama
steriliais tirpalais, neturin¢iais DNazinio aktyvumo.

Suardzius Igsteles, RNR priemaiSos gali buiti paSalinamos naudojant ribonukleazes
(RNazes). Kartu issiskyre baltymai pasalinami fenolinés ekstrakcijos metu —j mégini
ipilama fenolio ir chloroformo miginio, kuris denatiiruoja baltymus. Svelniai supurdius
emulsija centrifuguojama. D¢l to emulsija pasiskirsto j dvi fazes: apating organing ir
virSuting vandening, kurioje yra skiriamoji DNR. Tarp §iy dviejy faziy centrifugavimo
metu nusistovi balta denatiiruoty baltymy plévelé. VirSutiné vandeniné fazeé yra
surenkama, jos fenolinj ekstrahavimg dazniausiai reikia kartoti 2-3 kartus, kol organinés
ir vandenineés fazes salycio pavirSiuje nebepastebima denatiiruoty baltymy plévéles.

Galiausiai, paSalinus baltymus, DNR iSsodinama i§ tirpalo etanoliu. Nuosédos
nucentrifuguojamos ir i§dziovinus iStirpinamos buferyje, turin¢iame EDTA
(etilendiamintetraacto rugstis (EDTA) inaktyvina DNazes). DNR tirpalas gali biti
laikomas esant +4°C temperatiirai ménesj arba ilgiau uzsaldzius (-20°C).

ISgryninant DNR i§ tam tikry organeliy (pvz., mitochondrijy), rekomenduojama
pirmiausia iSgryninti organeles, o tik véliau — DNR, nes iSgryninti organeliy DNR i§
visos lasteliy suminés DNR miSinio daZzniausiai btina daug sudétingiau. Ypatingai gryna
DNR gaunama po centrifugavimo tirpale, turin¢iame cezio chlorido gradienta.

I8gryninus DNR visada reikia patikrinti DNR vientisuma elektroforezés agaro-
ziniame gelyje metu, ir nustatyti jos koncentracija — pamatuoti DNR sugertj UV srityje,
esant A=260 nm. Tai yra daugiausia paplites DNR koncentracijos nustatymo metodas.
Yra zinoma, kad jprastomis saglygomis DNR tirpalo, kuriame dvigrandés DNR kon-
centracija yra 50 pg/ml, sugertis yra 1,0. Taigi, pamatavus neZinomos koncentracijos
DNR tirpalo sugerti, galima nesunkiai paskaiiuoti, kokia yra DNR koncentracija tirpale.
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Sis metodas turi ir daug trilkumy: pavieniai nukleotidai ir RNR priemaigos taip pat
sugeria UV ir tokiu biidu sustiprina signala. Taikant §j metoda galima nustatyti tirpaly
koncentracija, kuriuose DNR yra ne maziau kaip 2 ug/ml.

Uzrasant DNR sugerties spektra UV srityje 200 — 300 nm galima ne tik nustatyti
DNR koncentracija, bet ir iStirti, ar preparate yra baltymy priemaiSy. Tam tikslui
pamatuojama DNR tirpalo sugertis ties 280 nm, kurig lemia baltymai. Jeigu sugerties
ties 260 nm santykis su sugertimi ties 280 nm yra daugiau kaip 1,8, laikoma, kad DNR
tirpale néra baltymy priemaisy (A,¢/A,q,>1,8).

9.2. RNR gryninimas

RNR gryninimo metodai yra labai panass j auksciau aptartus DNR gryninimo metodus.
RNR molekulés yra daug trumpesnés negu DNR, todél jos néra taip lengvai pa-
zeidziamos. Todél gryninimo metu gali biiti taikomi ir Siurkstesni lasteliy suardymo
metodai. RNR yra labai pazeidziama RNaziy (ribonukleaziy), kuriy didelés kon-
centracijos yra lastelése, o taip pat egzogeniniy — net ant Zmogaus pirSty. Todel RNR
gryninimo metu biitina mivéti gumines pirstines, o pradinémis stadijomis naudoti
stiprius detergentus — siekiant nedelsiant inaktyvinti RNazes. Vienas i§ daZniausiai
RNR gryninti naudojamy reagenty yra guanidino tiocianatas — veiksmingas RNaziy
slopiklis ir baltymy denattirantas. RNR daZnai yra stipriai susijungusi su baltymais,
todel ypac svarbu kruopsciai pasalinti baltymus fenolinés ekstrakcijos metu (kaip aprasyta
anksciau, 9.1 sk.). DNR priemaiSos paSalinamos veikiant RNR méginj DNazémis.
RNR i§ tirpalo i§sodinama kaip ir DNR — etanoliu.

Kai kada bitina i§gryninti eukariotiniy lasteliy mRNR, kuri sudaro tik 2-5%
sumines visos lastelés RNR. Tokiu atveju reikia taikyti giminingumo chromatografijos
metoda —oligo(dT)-celiuliozes kolonéles. Esant didelei drusky koncentracijai, nRNR,
turinti poliA sekas, jungiasi prie komplementariy oligo(dT) molekuliy kolonéléje, o
kita lasteliy RNR (rRNR, tRNR) nesijungia ir pasalinama i$§ kolonos plaunant didelés
koncentracijos drusky tirpalu. Galiausiai prijungtas mRNR molekules galima ,,atka-
binti“ ir iSsigryninti plaunant maZos koncentracijos drusky tirpalu.

Kaip ir DNR, i§gryninus RNR visada reikia patikrinti jos vientisuma elektroforezés
agaroziniame gelyje metu. Eukarioty lastelése daugiausia yra dviejy raSiy rRNR mole-
kuliy: t.y. 28S ir 18S rRNR, o prokarioty atitinkamai 23S ir 16S rRNR. Po elektrofo-
rezés agaroziniame gelyje identifikavus Sias rRNR juostas galima tikétis, kad ir kitos
RNR molekulés (pvz., mRNR, tRNR) nebus pazeistos RNaziy. Tac¢iau RNR
elektroforeze patartina atlikti denattiruojanciomis salygomis (formaldehidiniame aga-
roziniame gelyje) — tokiomis salygomis inaktyvinamas antriniy struktiiry susidarymas
RNR molekulése.

RNR koncentracija nustatoma matuojant RNR tirpalo sugertj UV srityje, esant
A=260 nm. Yra Zinoma, kad jprastomis saglygomis tirpalo, kuriame viengrandés RNR
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koncentracija yra 40 pg/ml, sugertis yra 1,0. Taigi, pamatavus nezinomos koncentracijos
RNR tirpalo sugerti, galima nesunkiai suskaiciuoti, kokia yra RNR koncentracija tirpale.
UzraSant RNR sugerties spektra UV srityje ties 200 — 300 nm galima nustatyti, ar
meéginyje yra baltymy priemaisy. Tam tikslui pamatuojama RNR tirpalo sugertis ties
280 nm, kurig lemia baltymai. Jeigu sugerties ties 260 nm santykis su sugertimi ties 280
nm yra daugiau kaip 1,8, laikoma, kad RNR tirpale néra baltymy priemaiSy (A,q/
Angy>1.8).

9.3. DNR modifikuojantys fermentai

9.3.1.Restrikcijos endonukleazés

DNR grandinés hidrolize ir dviejy skirtingy DNR fragmenty sujungimas buvo pirmieji
molekulinés biologijos metodai, atlikti laboratorijoje. Dabar jie yra visy rekombinantinés
DNR darby pagrindiniai etapai. Siuo metu placiai naudojamos jvairios restrikcijos
endonukleazés — molekulinés Zirklés, karpancios DNR molekules, DNR ligazes —
sujungiancios DNR fragmentus ir kiti fermentai, modifikuojantys DNR.

DNR restrikcijos endonukleazeés yra bakterijy fermentai. Jie prisijungia prie dvi-
grandés DNR molekuliy ir ,,keliauja” iSilgai DNR grandinés, kol randa savita DNR
seka. Sioje srityje susidaro papildomi cheminiai rySiai tarp baltymo ir DNR. Saveika
sustipréja, pasikeicia fermento konformacija ir DNR grandiné hidrolizuojama
deoksiriboziniame—fosfatiniame karkase. Tai yra hidrolizuojamas kovalentinis rySys
tarp deoksirobozes ir fosfatinés grupes. Kiekvienas fermentas atpazjsta ir hidrolizuoja
skirtingas DNR sekas (9.1 pav.). Tam tikri fermentai atpazista tik 4 bp ilgio DNR sekas,
kiti —ilgesnes. Taciau bendras restrikcijos endonukleaziy atpazistamy seky bruozas —
sekos yra polindrominés. Tai yra skaitant jas 5/?3/ ir 3/?5/ kryptimi sekos yra vienodos.

Alul 5" ...A G’C T... 3

buki galai 37 T C‘E A... 5

Haelll 57 ...6 B*C [Eaaa &)

buki galai 3° ...C C‘B G... 5”7

BanHl 5 ..o AT CC... 37 . -

lipnds galai 37 ...C C T A G ‘G_ . 57 9.1 pav. Tamv .tlqu DNR res.trlk.cu(.)s en(!onu-
kleaziy atpazjstamos sekos ir kirpimo vietos.

HindI11 5° .. .H*H GCTT... 3" Dazniausiai fermentai pavadinami atsizvel-

lipnds galai 3" ...T T C & "hin. .. 57 giant j $altinio, i§ kurio buvo i$gryninti, pava-
dinima. Pavyzdziui, EcoRI buvo iSgryninta i$

EcoRI s ..oV a1 T ... 3r  Escherichiacoli RY 13, o HindI1I i§ Haemophilus

lipnas galai  3- ... T TA H‘B... 57 influenzae.
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Pirmoji restrikcijos endonukleazé HindIl buvo iSgryninta ir apibiidinta 1968 m.
Nuo to laiko buvo iSgryninta daugiau kaip 900 restrikcijos fermenty. Tam tikros
restrikcijos endonukleazés kerpa simetriskai, ir palieka ,,bukus” galus (pvz., Alul), o
kitos, pvz., EcoRI - hidrolizuoja DNR granding ir palieka i$sikiSusius 5’ arba 3’ galus
(9.1 pav.). Tokie DNR restrikcijos produktai vadinami ,,lipniais”.

9.1.2. DNR polimerazeés

Visos DNR polimerazés katalizuoja reakcija, kurios metu prie DNR molekulés 3/ galo
hidroksiliekanos vienas po kito kovalentiSkai prijungiami deoksiribonukleotidai. DNR
molekulé sintezés metu ilgéja 5/—3/ kryptimi. Reakcijai yra reikalingi keturi
deoksiribonukleotidy trifosfatai (1ATP, dGTP, dCTP, dTTP), Mg?+ jonai bei DNR
matrica, pagal kurig yra kopijuojama nauja sintetinama DNR molekulé.

E. coli DNR polimerazé I -nuo DNR priklausoma DNR polimerazé, turinti 5—3/
polimerazinj ir 3—5/ bei 5—3/ egzonukleazinj aktyvuma. ISgryninta i§ bakterijy
praktiskai E. coli DNR polimeraze I buvo naudojama radioaktyviam DNR zyméjimui
ir kDNR (kopijinés DNR) sintezei. Aktyvumo centrai, atsakingi uz fermento polime-
razinj ir egzonukleazini aktyvuma, yra skirtinguose holofermento domenuose. Todél
apdorojus baltyma peptidazémis buvo galima gauti fermenta, neturintj vieno ar kito
aktyvumo. Tad pamazu DNR polimeraze I pakeité Klenovo fragmentas (angl. Klenow),
kuris buvo gaunamas peptidaze subtilizinu apdorojus E. coli DNR polimeraze 1. Tokiu
bidu buvo pasalinamas DNR procediiroms nenaudingas 5'—3/ egzonukleazinis ak-
tyvumas. PraktiSkai Klenovo fragmentas yra naudojamas Zymint radioktyviaja Zyme
DNR molekules, pasalinant ,,lipnius“ 3 DNR galus, sintetinant dvigrande DNR nuo
viengrandés DNR. [terpus mutacijas 3—5/ egzonukleaziniame Klenovo fragmento
aktyvumo centre buvo gautas fermentas, turintis tik polimerazinj aktyvuma. Jis
vadinamas exo- Klenovo fragmentu.

Bakteriofago T4 DNR polimerazé yra panasi j E. coli DNR polimeraze 1. Ji turi
5/—3/ polimerazinj ir 3—5/ egzonukleazinj aktyvuma. Taciau fermentas neturi 5'—3/
egzonukleazinio aktyvumo. T4 DNR polimerazé naudojama per tokius darbus, kaip ir
Klenovo fragmentas, bet yra ir i$skirtiniy praktiniy bruozy. T4 DNR polimerazés
3/—5/egzonukleazinis aktyvumas yra ~ 200 karty didesnis nei Klenovo fragmento.
Todel $is fermentas daugiau tinka darbams, kuriy metu tenka pasSalinti i$sikiSusius
3/ lipnius“ DNR galus.

Bakteriofago T7 DNR polimerazé taip pat turi 5/?3/ polimerazinj ir 3/— 5/
egzonukleazinj aktyvuma, bet neturi 5'—3/ egzonukleazinio aktyvumo. Sis fermentas
yra labai procesyvus, lyginant su Klenovo fragmentu ar T4 DNR polimeraze. Tai yra
fermentas susintetina daug ilgesne DNR, kol disocijuoja nuo matricos. Todél T7 DNR
polimerazé buvo placiai naudojama DNR sekai nustatyti Sengerio metodu. Fermento
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3/—/ egzonukleazinis aktyvumas buvo slopintas chemiskai ar jterpiant mutacijas. Tokios
fermento formos Sekvenazés pavadinimu Siandien placiai naudojamos nustatant DNR
seka.

Pastaraji deSimtmetj ypa¢ daznai naudojamos DNR polimerazes, iSgrynintos i§
termofiliniy mikroorganizmy. Taq polimerazé i§ Thermus aquaticus buvo iSgryninta ir
naudota anksciausiai. Su jos naudojimu prasidéjo DNR dauginimo polimerazinés
grandininés reakcijos metodu era (angl. polymerase chain reaction, PCR). Termofilinés
polimerazés, kaip ir kitos polimerazés, turi 5—3 polimerazinj aktyvuma, t. y. katalizuoja
nukleotidtrifosfaty prijungima prie DNR pradmens 3~OH grupés. Jy veiklos optimali
temperatiira yra 75-80°C. Véliau buvo iSgrynintos ir naudoti pritaikytos ir kitos
termofiliniy bakterijy polimerazés: Pfu , Vent (arba Ti) (9.1 lentelé).

Viena i§ svarbiausiy termofiliniy DNR polimeraziy charakteristiky yra klaidy,
ivykstan¢iy DNR sintezés metu, daznis. Nesunku nuspéti, kad polimerazems,
neturinéioms 3/?5 egzonukleazinio aktyvumo, badingasi didesnis klaidy daznis, nei
polimerazéms, turinéioms 3—5' egzonukleazinj aktyvuma. Tag polimerazés klaidy
daznis yra didziausias — 1 X 10 -2 x 10~ klaidos/bp. $i Taq polimerazés savybé
riboja jos naudojima polimerazinei grandininei reakcijai, kai yra biitina i§vengti klaidy,
dél kuriy DNR sekoje gali atsirasti mutacijos. Pfu polimerazés yra tiksliausia— 1,5 X
1076 klaidos/bp.

ISskirtiniy savybiy turi revertazes, kurios funkcionuoja kaip nuo RNR priklausomos
DNR polimerazés. Jy yra retrovirusuose (virusuose, kuriy genome informacija yra
koduojama RNR molekulése). Infekcijos i Seimininko lasteles metu Sie fermentai
sintetina KDNR molekules nuo viruso RNR genomo. Tokiu btidu viruso genomas,
perkoduotas i§ RNR | DNR, gali jsiterpti j Seimininko genoma. Laboratorijoje Sis
fermentas gali biiti sekmingai naudojamas DNR sintezei tiek nuo viengrandés RNR,
tiek nuo viengrandés DNR matricos. Revertazéms biidingas ir RNazésH aktyvumas, t.
y. hidrolizuojamos RNR molekulés RNR-DNR hibridinése molekulése, kurios susidaro
kDNR sintezés nuo RNR matricos metu. Visi retrovirusai turi revertaziy, taciau
praktiSkai daZniausiai naudojamos yra dvi: Moloney peliuky leukemijos viruso (angl.

9.1 lentelé. Termofilinés DNR polimerazés

VN s
Polimerazé 35 egzonukleazinis Saltinis ir savybés
aktyvumas
Tag néra Thermus aquaticus.
Gyvavimo pusperiodis, esant 95 °C — 1,6 val.
Pyrococcus furiosus
Pfu yra MaZiausias klaidy daZnis
Thermococcus litoralis
Vent yra Gyvavimo pusperiodis esant
95°C -7 val.
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Moloney murine leukemia virus) ir pauks¢iy mieloblastozés viruso (angl. Avian
myeloblastosis virus) revertazes. Pirmosios RNazinis aktyvumas yra daug silpnesnis nei
pauksciy mieloblastozes viruso revertazes, todél ji tinkamesné ilgyjy KDNR molekuliy
sintezei.

9.1.3. Nukleazés

Nukleazés daZznai yra laikomos pik¢iausiais tyréjo, kuris stengiasi iSsaugoti nepaZeistus
RNR ir DNR preparatus, priesais. Taciau kartais deoksiribonukleazés (DNazés) ir
ribonukleazés (RNazés) yra ir nepamainomi pagalbininkai molekulinés biologijos
laboratorijose. Siuo metuyra iSgryninta ir apibiidinta tam tikry nukleaziy, kurios skiriasi
savitumu substratui, reikalingais kofaktoriais, ir yra endonukleazés (hidrolizuoja
nukleoriig§tis molekulés viduje) ar egzonukleazés (hidrolizuoja nukleoriigstis nuo
molekulés galy). Placiausiai naudojamos DNazel ir RNazeA, abi iSgrynintos i$ jaucio
kasos Iasteliy.

DNaz¢l hidrolizuoja viengrandg ir dvigrande DNR. Tai yra endonukleaze, skelianti
DNR pirimidiny (C ar T) susitelkimo vietose. Hidrolizés produktai yra 5' galuose
fosforilinti monodeoksinukleotidai ir oligodeoksinukleotidai. PraktiSkai DNazel
naudojama pasalinti DNR priemai$as i§ RNR preparaty, per DNR —baltymy saveikos
tyrimus DNazésl pirsty atspaudy metodu (angl. DNase footprinting) ar padaryti DNR
trikius prie$ pazymint ja radioaktyviaja zyme (angl. radiolabeling by nick translation).

RNaz¢éA yra endoribonukleazé, hidrolizuojanti viengrand¢ RNR pirimidiny 3/
galuose. Ji hidrolizuoja fosfodiesterinj ry§j tarp vieno nukleotido 5/ —ribozés ir greta
esancio pirimidininio nukleotido 3/ -ribozés fosfatinés grupés Hidrolizés produktai
yra 3/ galuose fosforilinti mononukleotidai ir oligonukleotidai. DaZniausiai RNazéA
yra naudojama pasalinti RNR priemaiSas i§ DNR preparaty.

9.1.4. DNR ligazes

DNR ligazés katalizuoja fosfodiesterinio rysio tarp vienos DNR molekulés 5/ fosfato ir
kitos (arba tos pacios) molekulés 3/ hidroksiliekanos susidaryma. Sis fermentas
naudojamas kovalentiSkai sujungti dvi atskiras DNR molekules, daZniausiai jterpiant
DNR fragmenta i plazmidinj klonavimo vektoriy. Tai yra pagrindinis metodas kuriant
rekombinantines DNR. Placiausiai naudojama bakteriofago T4 DNR ligaze, kuriai
reikalingas kofaktorius — ATP. E. coli DNR ligazé naudojama reciau, o jos kofaktorius
yraNAD.
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9.1.5. Fosfatazeés ir kinazés

Placiausiai naudojamos Sarmineés fosfatazés, kuriy optimalus veikimo pH yra Sarminis.
Sie fermentai pasalina fosfatines grupes nuo DNR ir RNR 5 galy. Praktiskai naudojamos:
bakterijy Sarminé fosfatazé (angl. bacterial alkaline phosphatase, BAP), verSiuko
zarnyno Sarminé fosfatazé (angl. calf intestinal alkaline phosphatase, CIP) ir kreveciy
Sarminé fosfatazé (angl. shrimp alkaline phosphatase). Sarminé bakterijy fosfatazé yra
aktyviausias fermentas, tatiau reakcijos pabaigoje sunkiausia ja inaktyvinti. Sarminé
versiuko Zarnyno fosfatazé yra maziau aktyvi nei bakterijy fosfataze. Taciau ji dazniau
naudojama, nes pasibaigus reakcijai ja lengviau inaktyvinti apdorojus reakcijos misini
peptidazémis ar pakaitinus aukstesne (75°C) temperatira. Fosfatazés praktiskai
naudojamos klonavimo metu. Pries jterpiant DNR fragmenta | plazmidinj klonavimo
vektoriy, vektoriaus 5/ galy fosfatinés grupés yra pasalinamos defosforilinimo reakcijos
metu. Tokiu biidu yra sumaZinama paties vektoriaus DNR galy susijungimo galimybé
ligazes katalizuojamos reakcijos metu, o padaugéja sujungty vektoriaus ir jterpiamo
DNR fragmento produkty. Sarminés fosfatazés placiai naudojamos DNR 5/ galy
fosfatinei grupei pasalinti prie§ prijungiant 5/ galuose radioaktyviaja zyme pazyméta
fosfating grupe.

Fosfatinés grupés prijungima prie DNR ir RNR 5/ galo hidroksilickanos katalizuoja
kinazés. PraktiSkai dazniausiai naudojama polinukleotidkinaze, iSgryninta i$
bakteriofago T4. Fosfatiné grupé yra perneSama nuo ATP molekulés. Tuo atveju, jeigu
DNR ar RNR turi 5/ galuose fosfatines grupes, o reakcijos miSinyje yra ADP perteklius,
polinukleotidkinazé pirmiausia gali pernesti fosfatus nuo nukleortigs¢iy ir prijugti prie
ADP (P+ADP?ATP), o tada fosforilinti defosforilintus nukleortigs¢iy 5/ galus. Tai yra
mainy reakcija (angl. exchange reaction). Tagiau Sios reakcijos metu fosforilinimo
efektyvumas yra daug mazesnis. Prakti§kai daznai tenka fosforilinti DNR 5/ galus
naudojant polinukleotidkinazé. PavyzdZiui, sintetinant 5 galuose radioaktyviaja fosfatine
Zyme pazyméta DNR arba fosforilinti polimerazinés grandininés reakcijos metu
padaugintus DNR fragmentus pries jterpiant juos | plazmidinius ekspresijos vektorius
klonavimo procediiry metu.

9.4. Nukleoriigsciy elektroforezé agaroziniame gelyje

Nukleoriigsciy elektroforezes agaroziniame gelyje metu DNR ar RNR molekulés yra
atskiriamos pagal dydi. Sis metodas gali buti tiek kiekybinis, tiek kokybinis. Taikant
modifikuota elektroforezés metoda, vadinama pulsuojancio lauko gelio elektroforeze
(angl. pulsed field gel electrophoresis, PEGE), pagal dyd; i§skiriami dideli DNR frag-
mentai (pvz., chromosomos). Lengviausias ir daugiausia paplites metodas yra nukleo-
elektroforeze horizontaliame agaroziniame gelyje.
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9.2 pav. Agarozés struktiiros vienetas — agarobiozé (1—4)-3,6-anhidro-a-L-galaktopiranozil-
(1-3)-b-D-galaktopirananas

9.3 pav. Agarozinio gelio ruosSimas ir elektroforezé. ISlydytas agarozés tirpalas supilamas |
specialia forma, turincia ,Sukutes” (A). Sustingus ,Sukutés“ iStraukiamos (B). Jos
suformuoja méginiy ipilimo Sulinélius. DNR méginiai frakcionuojami elektros lauke (C)

Agaroze yra linijinis angliavandeniy polimeras (9.2 pav.), sudarytas i§ D-galaktozés
ir 3,6-anhidro-L-galaktozés, sujungty f—(1—4) glikozidiniu rySiu ir gaunamas i$ jury
dumbliy. RuoSiant gelj, buferinis agarozés tirpalas yra iSlydomas ir supilamas  specialia
forma (9.3 pav. A), leidziama jam atvésti ir sustingti (panasiai, kaip gaminama desertiné
zelé). Specialios ,,Sukutés”, iStraukiamos geliui sustingus (9.3 pav. B), suformuoja
Sulinélius DNR meéginiams supilti. DNR méginiai uZneSami kartu su dazais bromfenolio
melynuoju ir ksilencianoliu. Atsizvelgiant i juos stebima elektroforezés eiga, nes Sie
meélynos ir violetinés spalvos dazai juda elektros lauke.

Idéjus agarozinj gelj, turintj ipiltus méginius, elektros lauke (9.3 pav. C), nukleo-
rugstys, kurios yra neigiamai jkrautos, juda anodo link. Molekuliy judéjimo greitis
priklauso nuo keliy pagrindiniy parametry:

a) nukleoruigs¢iu molekuliy dydzio. Dvigrandés linijines DNR molekulés juda

gelyje greiciu, kuris yra atvirksciai proporcingas jy molelulinés masés logaritmui.
Tai yra kuo molekulé maZesné, tuo greiciau ji juda gelyje;

b) agarozés koncentracijos. To paties ilgio DNR fragmentas skirtingos koncen-
tracijos geliuose juda skirtingu greic¢iu. Todél didesnés koncentracijos agarozniai
geliai yra naudojami trumpesniems, o mazesnés koncentracijos — ilgesniems
DNR fragmentams frakcionuoti;

¢) nukleorugsciu konformacijos. Pavyzdziui, to paties ilgio Zieding, linijiné ir
Ziediné, turinti viengrandj triki molekul€, juda skirtingu grei¢iu. DaZniausiai
ziediné DNR juda greiciau, nei tokio paties ilgio linijiné DNR;
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d) srovés stiprumo. Esant maZai itampai, linijinés DNR judéjimas yra tiesiog pro-

porcingas jtampai. Taciau padidinus elektros lauko jtampa didelio molekulinio

svorio DNR fragmenty judrumas pasikeicia skirtingai, todél rekomenduojama

elektroforezes jtampayra 5 V/em.

9.4 pav. Etidzio bromidas
(2,7-diamino-10-etil-9-fenil-
fenantrido bromidas)

Agaroziniuose geliuose elektroforezés metu frak-
cionuotos nukleoriig§tys dazomos etidzio bromidu
(9.4 pav.). Sis dazas jungiasi prie DNR ir RNR ir jsiterpia
tarp heterocikliniy baziy plokstumy (Sis procesas vadi-
namas interkaliacija), o apSviestas UV fluorescuoja rys-
kiai oranziSkai rausva spalva. Taikant § metoda, galima
detektuoti ~ Ing DNR.

Dazniausiai nukleortigs¢iy elektroforezes agaro-
ziniame gelyje metodas yra taikomas DNR ar RNR
vientisumui patikrinti, nagrinéti fermentiniy reakcijy
(pvz., restrikcijos endonukleaziy, polimerazinés gran-
dininés reakcijos) produktus. Agaroziniuose geliuose

galima frakcionuoti didesnius kaip 100 bp DNR fragmentus (9.5 pav.). Trumpesnéms

molekuléms atskirti tinkamesnis elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje metodas.

9.5 pav. DNR elektroforezes 2% agaro-
ziniame gelyje vaizdas. M takelyje —- DNR
ilgio zymenys (1031, 900, 800, 700, 600,
500, 400, 300, 200, 100, 80 bp). 1 takelyje
—212bp, 2 - 329 bp, 3 — 446 bp, 4 — 622
bp, 5 — 802 bp ilgio DNR fragmentai.
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9.5. Plazmidinés DNR gryninimas ir analizé

9.5.1. Plazmidinés pTZ19R DNR gryninimas

Medziagos ir reagentai:

1.

SRR S

LB terpé (t. y. bakterijy auginimo terpé. Autorius — Luria-Bertani) turinti
ampicilino (100 pg/ml).

STET buferis (8% sacharoze, 5% tritonas X-100, 50 mM EDTA, 50 mM TRIS-
HCI, pH 8,0).

5 mg/ml lizocimo vandeninis tirpalas.

TE buferis (10 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA, pH §,0).

Izopropilo alkoholis.

70% etanolis

Darbo eiga:

1.

AN

10.

11.

Bakterijy, turinciy plazmide pTZ19R, kolonija suspenduojama 2 ml LB terpés,
turincios ampicilino (100 pg/ml), ir auginama esant 37°C temperatiirai 14-16 val.
1,5 ml lasteliy kultiiros supilama j mikrocentrifuginj mégintuvelj ir centri-
fuguojamos 10 min. 7000 g. Lastelés suspenduojamos 350 ul STET buferio,
kuriame yra 30 pg/ml lizocimo.

Inkubuojama 5 min. kambario temperatiiros saglygomis.

Meginys perkeliamas j verdancio vandens vonia ir inkubuojamas 40 sek.
Centrifuguojama 10 min. 10000 X g.

Po centrifugavimo mégintuvelio dugne matyti lasteliy nuolauZy nuosédos. Vir§
ju—2 -3 mm klampus polisacharidy sluoksnis. Tarp §io sluoksnio ir virSutinio
vandeninio tirpalo, kuriame yra skiriamoji plazmidé, matoma skiriamoji faziy
riba. Atsargiai nusiurbkite vandeninj virSutinj sluoksni i Svary mikrocentrifugini
megintuvelj, neliesdami klampaus sluoksnio mégintuvelio dugne.

. | supernatantg pripilama 350 ul TE buferio ir 800 ul izopropilo alkoholio.

SumaiSoma purtykle ir inkubuojama kambario temperatiiros saglygomis 30 min.
Centrifuguojama 10 min. 10000 X g.

Supernatantas iSpilamas, ant nuosédy uzpilama 100 ul 70% etanolio ir $velniai
supurtoma.

Centrifuguojama 10 min. 10000 X g. Mégintuvelio dugne matyti nedidelis kiekis
balty plazmidinés DNR nuosedy.

Supernatantas i§pilamas, nuosédos iSdziovinamos palikus atvirg mégintuveli
kambario temperatiiros salygomis keleta valandy ir itirpinamos 50 wl TE buferio
(pH 8,0).
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9.5.2. Fermentiné pTZ19R DNR analizé
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Medziagos ir reagentai:

1

. Restrikcijos endonukleazé EcoRI (10 u/ul).
2. Deoksiribonukleazel (DNazel 2 u/ul).

3.

4. 10X reakcijos buferis (R+ buferis, AB ,,Fermentas“ (100 mM TRIS-HCI (pH

Ribonukleazé A (RNaze¢A 10 mg/ml).

8,5), 100 mM MgCl,, IM KCl, 1 mg/ml BSA).
Sterilus H,O

Darbo eiga:
ISgryninta pTZ19R DNR bus veikiama:

a) restrikcijos endonukleaze EcoRI.

b) deoksiribonukleazel (DNazél).

c) ribonukleazeA (RNaz¢A).

d) kontrolé —fermentais neveikta DNR.

1. ParuoSiami fermentiniy reakcijy miSiniai 4 mikrocentrifuginiuose mégin-
tuveliuose. Pirmiausia jpilama DNR tirpalo, véliau sterilaus H,O, paskui 10X
reakcijos buferio, o galiausiai pripilama fermenty.

DNR veikiama
Reagentai A B C D
su EcoRI su DNazel su RNazeA kontrolé
Plazmidinés DNR tirpalas 10wl 10 ul 10 ul 10 ul
Sterilus H,O 7 ul 7 ul 7 ul 8 ul
10x reakcijos buferis 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
Fermentas 1 wl EcoRI 1 wl DNazel 1 pul RNazeA -
V, - bendras reakcijos 20 pl 20 wl 20wl 20 ul
taris
Démesio — fermenty tirpaly nepalikite ant stalo kambario temperatiiros sqlygomis,
o panaudoje mégintuvélius jstatykite atgal j ledus !
2. Reakcijos miSiniai inkubuojami 1 val., esant 37°C temperatiirai.

9.5.3. 1% agarozinio gelio paruoS§imas

Medziagos ir reagentai:

1.
2.
3.

Agaroze.
10x TAE buferis (400 mM TRIS-acetato, 20 mM EDTA pH 8,0).
EtidZio bromido tirpalas (5 mg/ml).
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Darbo eiga:

1.

9.5.4.

ParuoSiama 100 ml 1% agarozeés tirpalo: 1g agarozés, 10 ml 10x TAE buferio,
H,0 iki 100 ml.

Tirpalas inkubuojamas mikrobangy krosneléje arba verdancio vandens vonioje
keleta minuciy, kol pasidaro skaidrus (agaroze iSsilydo).

LeidZiama tirpalui atvesti iki ~ 60°C temperatiiros. Pripilama etidZio bromido
iki galutinés koncentracijos 0,5 pg/ml, t. y. 10 ul ir gerai iSmaiSoma.

Tirpalas supilamas i gelio formavimo sistema (zr. 9.3 pav.).

Po ~30 min. agarozé sukietéja. ISimamos Sukutés ir gelis perkeliamas |
elektroforezés aparata ir uzpilamas 1 x TAE buferiu.

Démesio - etidZio bromidas yra mutagenas. Todél mégintuvélj, pripiltq tirpalo, ir
agarozinj gelj lieskite tik miivédami gumines pirstines!

Fermentiniy reakcijy produkty analizé agaroziniame gelyje.

Medziagos ir reagentai:

1.

6XDNR méginiy buferis (10 mM TRIS-HCI (pH 7,6), 0,03% bromfenolio
mélynojo, 0,03% ksilencianolio, 60%

glicerolio, 60 mM EDTA).

Reagentai elektroforezei — 1% agarozinis bp ng/05ug %
gelis, 1 X TAE elektroforezeés buferis.
DNR ilgio zymenys (GeneRuler 1kb DNA

Ladder, AB ,,Fermentas®). i

80
Darbo eiga: 115(%]?
1. Poinkubacijos reakcijos miSiniai paruoSiami 17.6
elektroforezei: j reakcijos miSinius pilama 184

po 5 ul 6 X DNR méginiy buferio. 48

2. Po 10 ul paruosty misiniy ir 10 ul DNR ilgio 20

Zymens pilama j agarozinio gelio Sulinélius. . : 3

3. Atlickama DNR elektroforezé naudojant éﬁ ‘5

1 2 3 4 5 g
Sulinélia | Sulinélis | Sulinélis | Sulinélis | Sulinélis 0,5ug/lane
DNRilgio |, B C D ?:&En ;g;l;cg;l ’
Zymenys 45 min

5 V/ecm ~30-40 min. Jos eiga stebima atsiz- 9.7 pav. DNR ilgio Zymeny (Gene-
Ruler 1kb DNA Ladder, AB ,,Fer-
mentas“) elektroforezés 1% aga-
rozeés gelyje vaizdas

velgiant | daZy, frakcionuojamy kartu su
DNR méginiais, judéjima. Elektroforeze
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atliekama, kol greiciau judantis dazas — bromfenolio mélynasis ,,nueina®“ du
trecdalius gelio ilgio.

Pasibaigus elektroforezei gelis iSimamas ir DNR analizuojama apSvietus UV.
Démesio — agaroziniame gelyje yra etidZio bromido, kuris yra mutagenas. Agarozinj
gelj lieskite tik miivédami gumines pirstines!

9.6. Bakterijy RNR gryninimas ir analize

9.6.1. Bakterijyu RNR gryninimas

Medziagos ir reagentai:

NS s LD =

LB terpé (t.y. Luria-Bertani bakterijy auginimo terp¢).

Tirpalas A (10 mM TRIS HCI pH 7.3, 10 mM KCIl, 5 mM MgCl,).

Tirpalas B (20 mM TRIS HCI pH 7.9, 0,2 M NaCl, 40 mM EDTA, 1% SDS).
Vandens prisotintas fenolis (pH 5.5).

Chloroformas.

Etanolis.

Sterilus H,O (apdorotas DEPC- dietilpirokarbonatas inaktyvina RNazes).

Darbo eiga:

1.

Bakterijy kolonija suspenduojama 20 ml LB terpés ir auginama esant 37°C
temperatiirai 14 — 16 val.

Lastelés centrifuguojamos 10 min. 7000 X g ir suspenduojamos 1,5 ml Salto
tirpalo A.

Pripilama 1,5 ml tirpalo B.

2 min. inkubuojama verdaneio vandens vonioje. AtSaldoma leduose.

I'méginij ipilamas lygus tiiris (3,0 ml) vandens prisotinto kar§to (65°C) fenolio.
Supurtoma putykle.

Centrifuguojama 15 min. 10000 x g +4°C.

VirSutiné vandeniné fazé surenkama j Svary mégintuvelj, stengiantis nepaliesti
denattiruoty baltymy plévelés, susidariusios organingés (apatinés) ir vandeninés
(virSutinés) faziy salycio pavirSiuje.

VirSutinés vandeninés fazés fenoline ekstrakcija pakartojama antra karta (5-7
punktai).

Surinkus virSuting vandening faze po antrosios fenolinés ekstrakcijos, i méginj
ipilamas lygus tiiris (3,0 ml) chloroformo.

10. Centrifuguojama 15 min. 10000 X g +4°C.
11. VirSutiné vandeniné fazé surenkama j Svary mégintuvelj ir RNR iSsodinama 2,5

turiais etanolio.
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12. Paliekama esant —20°C temperatiirai per naktj (galima ir ilgiau).

13. Centrifuguojama 15 min. 10000 X g.

14. Supernatantas iSpilamas, ant nuosédy uzpilama 100 ul 70% etanolio ir Svelniai
supurtoma.

15. Centrifuguojama 15 min. 10000 X g.

16.Supernatantas iSpilamas, nuosédos i$dZiovinamos ir iStirpinamos 50 pl sterilaus
H,0 (apdoroto DEPC).

9.6.2. Bakterinés RNR fermentiné analizé

Medziagos ir reagentai:

1. Deoksiribonukleazel (DNazel 1 u/ul).

2. Ribonukleaze A (RNazéA 10 mg/ml).

4. 10X reakcijos buferis (R+ buferis, AB ,,Fermentas“ (100 mM TRIS HCI (pH
8,5), 100 mM MgCl,, 1 M KCI, 1 mg/ml BSA).

5. Sterilus H,O.

Darbo eiga:

ISgryninta bakteriné RNR bus veikiama:
a) Deoksiribonukleazel (DNazel).

b) RibonukleazeA (RNazeA).

¢) Kontrole —fermentais neveikta DNR.

1. ParuoSiami fermentiniy reakcijy miSiniai 3 mikrocentrifuginiuose meégintu-
veliuose. Pirmiausia jpilama RNR tirpalo, véliau sterilaus H,O, paskui 10X
reakcijos buferio, o galiausiai pripilama fermenty.

RNR veikiama
A B C
Reagentai su DNazel su RNazeA kontrolé
RNR tirpalas 10w 10, 10wl
Sterilus H,O 7 ul 7 ul 8 ul
10x reakcijos buferis 2ul 2ul 2ul
Fermentas 1 wl DNaz¢l 1 pul RNazeA -
V. - bendras reakcijos tiiris 20 wl 20 ul 20wl

Démesio - fermenty tirpaly nepalikite ant stalo kambario temperatiiros sqlygomis,
o panaudoje jstatykite atgal i ledus !
2. Reakcijos miSiniai inkubuojami 1 val., esant 37°C temperatiirai.
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9.6.3. Formaldehidinio 1,5% agarozés gelio paruoSimas

Medziagos ir reagentai:

1. Agaroze.
2. 10x elektroforezeés MOPS/ EDTA buferis (0,2 M MOPS, 0,05 M CH,COONa,
0,01 M EDTA pH 7,0).

3. 37% formaldehido tirpalas.
4. FEtidzio bromido tripalas (Smg/ml).

Darbo eiga:

1. ParuoSiama 100 ml 1,5% agarozés: 1,5 g agarozes, 10 ml MOPS/ EDTA 10x
buferio, 87 ml H,O.

2. Tirpalas inkubuojamas mikrobangy krosneléje arba verdancio vandens vonioje
keleta minuciy, kol pasidaro slaidrus (agaroze issilydo).

3. Leidziama tirpalui atvesti iki ~ 60°C temperatiiros. Pripilama 5,1 ml 37%
formaldehido ir etidzio bromido iki galutinés koncentracijos 0,5 ug/ml, t.y. 10 ul.

4. Tirpalas gerai iSmaiSomas ir supilamas j gelio formavimo sistema.
5. Po ~30 min. agarozé sukietéja. ISimamos Sukutés ir gelis perkeliamas }
elektroforezes aparata ir uzpilamas 1x MOPS/ EDTA buferiu.
Démesio - etidZio bromidas ir formaldehidas yra mutagenai. Todél gelis ruosiamas
traukos spintoje, o agarozinj gelj lieskite tik miivédami gumines pirstines!

9.6.4. RNR analizé agaroziniame gelyje denatiiravimo salygomis.

Medziagos ir reagentai:

1. 6XRNR méginiy buferis, turintis dazy (1,5 ml: 0,75 ml dejonizuoto formamido,
0,15 ml 10x MOPS/EDTA buferio, 0,24 ml 37%formaldehido, 0,1 ml glicerolio,
0,1 ml H,0, 0,08 ml 10% bromfenolio mélio vandeninio tirpalo ir 0,08 ml 10%
ksilencianolio vandeninio tirpalo).

2. Reagentai elektroforezei: 1,5% agarozinis formaldehidinis gelis, 1X
elektroforezées MOPS/ EDTA buferis.

3. DNRilgio Zymenys.

Darbo eiga:

1. Poinkubacijos reakcijos miSiniai paruoSiami elektroforezei: i reakcijos miSinius
pilama 5 ul 6 X RNR méginiy buferio.

2. Meéginiai 15 min. inkubuojami, esant 65°C temperatiirai ir atSaldomi lede.

3. Po 10 pl paruosty miSiniy ir 10 pl DNR ilgio Zymens uZneSama j agarozinio

gelio Sulinélius.
1 Sulinélis 2 Sulinélis 3 Sulinélis 4 Sulinélis
DNR ilgio Zymenys A B C
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4. Atlieckama RNR elektroforezé naudojant 5 V/cm ~30 —40 min. Jos eiga stebima
atsizvelgiant i dazy, frakcionuojamy kartu su RNR méginiais judéjima.
Elektroforeze atliekama, kol grei¢iau judantis daZas — bromfenolio mélynasis
»hueina“ du trecdalius gelio ilgio.

5. Pasibaigus elektroforezei gelis iSimamas ir RNR analizuojama apSvietus UV.
Démesio — agaroziniame gelyje yra etidZio bromido ir formaldehido, kurie yra
mutagenai. Todél elektroforezé atliekama traukos spintoje, o agarozinj gelj lieskite
tik muvédami gumines pirstines!

9.7. Nukleoproteiny is mieliy iSskyrimas ir analizé
9.7.1. Nukleoproteiny iSskyrimas.

Nukleoproteinai yra sudétingi kompleksai sudaryti i§ baltymy ir nukleortgsciy.
Atsizvelgiant | nukleoproteino sudétj jeinancios nukleoriigsties, yra ribo —ir deoksiribo-
nukleoproteinai. Deoksiribonukleoproteinai daZniausiai yra lastelés branduolyje, jeina
i chromatino struktiira. Ribonukleoproteiny daugiausia yra citozolyje. Ribosoma —
geriausiai iStirtas ribonukleoproteinas.

Medziagos:

1. Eteris. 5. 0,4% NaOH.

2. Sterilus H,O. 6. 10% H,SO,.

3. Smélis. 7. TE buferis (10 mM TRIS HCI, 1 mM EDTA, pH 8§,0).

4. 5% CH,COOH.

Darbo eiga: 9.8 pav. Nukleoproteinu iSskyrimo ir analizés
schema:

1. T porceliano lekstele dedama 1 g dziovinty

Mielés ] L mieliy, pilama 0,5 ml eterio, 0,5 ml sterilaus
1. Trynimas sméliu H,0 ir 0,5 g sterilaus smélio. Mielés trinamos
2. Veikimas NaOH griistuve 2-3 min.
3. Veikimas CH,COOH 2. Mikroskopu patikrinama, ar suardytos
Nukleoprotinai, mieliy lasteliy sienelés.
iStirpinti TE buferyje 3. T lekstele pilama 4 ml 0,4% NaOH ir
trinama dar 4-5 min.
1 11} 4. Gautas misinys perkeliamas j centrifuginj
| megintuvelj ir centrifuguojamas 10 min.
Nukleoprotiny Nukleoprotiny 5 3300 X & . sy .
fenoliné reakcija eptidy analize ’ upernatantas perp ilamas L svary centri-
! peptidy fuginj megintuvelj ir atsargiai maiSant pi-
o lama 1,5 ml 5% CH,COOH. Pariigstinus
susidaro nukleoproteiny nuosedos.
¥ 6. Nuosédos atskiriamos centrifuguojant 10
Nukleorug§¢iy min. 3000 x g.
fermentiné analizé 7. Nukleoproteiny nuosédos suspenduo-

jamos 0,5 ml TE buferio. Suspensija pa-
dalijama po 250 ml i du mégintuvélius, i§
kuriy vienas bus skirtas nukleoriigstims,
o kitas — peptidams nagrinéti.
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9.7.2  Nukleoproteininio komplekso nukleorigsciy analize.

Medziagos:

1.

R BN i

SS fenolis, (angl. salt saturated). Drusky tirpalu prisotintas fenolis Chloroformo
— fenolio miSinys (lygiomis tiirio dalimis).

Chloroformas.

3M CH;COONa pH 5.5.

Etanolis.

TE buferis (10 mM TRIS HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0).

0,IM MgSO,.

Deoksiribonukleaze¢l (DNazel 1 u/ul).

Ribonukleazé¢ A (RNaz¢ A 10mg/ml).

6XxXDNR méginiy buferis, turintis dazy (10mM TRIS HCI (pH 7,6) 0,03%
bromfenolio mélynasis, 0,03% ksilencianolio, 60% glicerolio, 60 mM EDTA).

10. Reagentai elektroforezei 1% agaroziniame gelyje (zr. 9.5.3 sk.).

11. DNRilgio Zymenys.

Darbo eiga:

L
1.

Atliekama nukleoproteiny fenoliné ekstrakcija, kurios metu paSalinami baltymai.
1250 pl nukleoproteino, suspenduoto TE buferyje, pripilamas lygus tiiris (250
ul) SS- fenolio ir gerai supurtoma.

2. Centrifuguojama 5 min. kambario temperatiiros saglygomis 10000 X g.

3. Virsutiné (vandeniné) fazé surenkama j Svary mégintuvélj ir pripilama 250 pl
fenolio —chloroformo (lygiomis tiirio dalimis) miSinio ir gerai supurtoma.
Centrifuguota 5 min. kambario temperatiiros saglygomis 10000 X g.

Virsutiné (vandeniné) fazé surenkama j $vary mégintuveli ir pripilama 25 ul (1/
10 tario) 3M CH,COONa pH 5,5 ir 2 tiiriai (550 ul) etanolio.

Inkubuojama 2 val esant —20°C temperatiirai.

Centrifuguojama 15 min. 12000 X g 4°C temperattros salygomis.
Supernatantas paSalinamas ir nuosédos iSdZiovinamos kambario temperatiiros
salygomis arba vakuminéje centrifugoje.

Nuoseédos iStirpinamos 30 ul TE buferio.

Pamatuojama gautos medZiagos sugertis UV srityje, esant bangos ilgiui 260 ir
280 nm. Apytiksliai paskai¢iuojama nukleoriig§¢iy koncentracija. Apskai-
¢iuojams tiiris, kuriame turéty biti 2-5 pg nukleoriigsciy.

II. Atliekama i8skirty nukleoproteiny nukleortigs¢iy fermentiné hidrolize.

Nukleoriigstys bus veikiamos:

a) deoksiribonukleazel (DNazel).
b) ribonukleazeA (RNazeA).
c) kontrolé —fermentais neveikta DNR.
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1. Paruo$iami fermentiniy reakcijy miSiniai 3 mikrocentrifuginiuose mégin-
tuvélivose. Pirmiausia jpilama nukleoriigi¢iy tirpalo, veliau sterilaus H,O, paskui
0,IM MgSO,, o galiausiai pripilama fermenty.

Nukleortigstys veikiamos
A B C
Reagentai su DNazel su RNazeA kontrolé
Nukleorgggs}c;; tirpalas X ul Xl Xl
Sterilus H,O Iki 20 pl Iki 20 pl Tki 20 ul
0,1 M MgSO, 1l 1wl 1wl
Fermentas 2 wl DNaz¢l 2 wl RNazeA -
V. - bendras reakcijos tiiris 20 ul 20 ul 20 pl

Démesio - fermenty tirpaly nepalikite ant stalo kambario temperatiiros sqlygomis,
o pasinaudoje istatykite atgal j ledus !
2. Reakcijos miSiniai inkubuojami 1 val. 37°C temperatiiros salygomis.

Fermentinés hidrolizés produktai analizuojami elektroforezés 1 % agarozés gelyje
metodu. 1 % agarozes gelis paruosiamas kaip apraSyta anksciau 9.5.3 sk.
1. Poinkubacijos reakcijos misiniai paruoSiami elektroforezei: i reakcijos miSinius
pilama 5 ul 6 X DNR méginiy buferio.
2. Po 10 ul paruos$ty miSiniy ir 10 ul DNR ilgio Zymens uZneSama j agarozinio
gelio Sulinelius.

Meéginiy seka:
1 Sulinélis 2 Sulinélis 3 Sulinélis 4 Sulinélis
DNR ilgio Zymenys A B C

3. Atliekama elektroforezé naudojant 5 V/cm ~30 — 40 min. Jos eiga stebima
atsizvelgiant | daZy, frakcionuojamy kartu su DNR meéginiais, judéjima.
Elektroforeze atliekama, kol grei¢iau judantis dazas — bromfenolio mélynasis
»hueina“ du trecdalius gelio ilgio.

4. Pasibaigus elektroforezei gelis iSimamas ir DNR analizuojama ap$vietus UV.
Démesio - agaroziniame gelyje yra etidZio bromido, kuris yra mutagenas. Agarozinj
gelj lieskite tik mitvédami gumines pirstines!
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9.7.3. Nukleoproteiny komplekso peptidy analizé

Medziagos:

1. Reagentai baltymy elektroforezei denatiiravimo salygomis NDS (NDS —natrio
dodecilsulfatas) poliakrilamidiniame gelyje (Zr. laboratorinio darbo ,,Baltymy
elektroforezé® aprasyma).

2. Baltymy molekulinés masés zymenys.

3. 2X baltymy méginiy buferis.

Darbo eiga:

II1. Naudojantis baltymy koncentracijos kalibracine kreive (Bredfordo metodas)
apytiksliai jvertinama iSskirto nukleoproteiny tirpalo baltymy koncentracija
(antrasis méginys, 9.7.1 sk).

1. Apskai¢iuojama, kokiame nukleoproteiny tirpalo turyje yra 100 ug ir 150 ug
baltymuy.

2. ParuoSiami 3 miSiniai mikrocentrifuginiuose megintuvelinose baltymy elek-

troforezei:
1 2 3
Baltymy molekulinés maseés 100 ug nukleoproteiny 150 ug nukleoproteiny
Zymenys
10 wl Xul Y ul
baltymy méginiy buferis baltymy méginiy buferis baltymy méginiy buferis
10 wl X ul Y ul

1 — baltymy molekulinés masés Zymenys (kaip nurodyta lenteléje), 2 ir 3 —
nukleoproteiny baltymai. Pirmiausia jpilama nukleoproteiny tirpalo, kuriame yra
100 pg ir 150 pg baltymy, véliau — lygus tiiris 2X baltymy méginiy buferio.

3. Meéginiai denatiiruojami verdancio vandens vonioje 4 min.
4. Atlickama baltymy elektroforezé denatiiravimo salygomis NDS poliakri-
lamidiniame gelyje (Zr. laboratorinio darbo ,,Baltymy elektroforezé“ apraSyma).

9.8. Chromosominés DNR isskyrimas is eukariotiniy lgsteliy

Medziagos:
1. Homogenizavimo buferis (0,1 M NaCl, 0,2 M sacharozé, 0,01 M EDTA, 0,3M
TRIS, pH 8,0). Laikyti esant 4°C temperatiirai.
. 10% natrio dodecilsulfatas (NDS).
. Chloroformas.

8 M kalio acetatas.

2
3
4. SSfenolis, (angl. salt saturated). Drusky tirpalu prisotintas fenolis.
5
6. Etanolis.
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Darbo eiga:

1.

SANNANE SIS

© =

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

110 ml polipropileninj mégintuvelj idedama apie 100 mg audinio (pvz., ziurkés
kepenuy), i§ kurio bus i$skiriama DNR.

Pilama 2 ml homogenizavimo buferio.

Audiniai homogenizuojami tol, kol neliecka matomy kiety daleliy.

Pilama 125 pl 10% natrio dodecilsulfato tirpalo ir sumaiSoma purtant.
Inkubuojama vandens vonioje 30 min. 65°C temperatiiros salygomis.

Pilama 350 pl 8 M kalio acetato tirpalo ir sumaiSoma purtant. Inkubuojama 60
min., esant 0°C temperatirai.

. Centrifuguojama 5000 X g 10 min. 4°C temperatiiros salygomis.

Supernatantas perpilamas j Svary 10 ml mégintuvelj. Nuoseédos pasalinamos.
Pilama 2 ml chloroformo ir 2 ml SS-fenolio. SumaiSoma atsargiai vartant
megintuvelj. Centrifuguojama 1500 X g 10 min.

VirSutiné vandenine fazé perpilama j Svary mégintuvelj. Apatiné organiné faze
paSalinama. ] vandening fazg pilama 2 ml chloroformo. SumaiSoma atsargiai
vartant mégintuvelj.

Centrifuguojama 10000 X g 15 min. Vir§utiné vandeniné fazé perpilama i nauja
meégintuvelj. Apatine chloroformo fazé pasalinama.

I'vandening faze pilama 5 ml etanolio ir nusodinama DNR. SumaiSoma atsargiai
vartant mégintuvelj. Centrifuguojama 1500 X g 10 min.

Supernatantas paSalinamas ir ant nuosédy pilama 5 ml 80% etanolio. Sumai§oma
atsargiai vartant mégintuvelj.

Centrifuguojama 1500 X g 5 min.

Etanolis paSalinamas ir nuosédos i§dZiovinamos kambario temperatiiros
salygomis, palikus atvira mégintuvelj.

Nuosédos iStirpinamos 300 ul steriliaus TE buferio. DNR preparatas laikomas
—20°C temperatiiros salygomis.

DNR koncentracija nustatoma spektrofotometriniu metodu — matuojama tirpalo
sugertis ties 260 nm Sviesos bangos ilgiu. Jeigu DNR tirpalo optinis tankis 1,0,
tai dvigrandés DNR koncentracija yra 50 pg/ml.

Ivertinamas DNR §varumas. Tam tikslui pamatuojama DNR tirpalo sugertis
ties 280 nm, kuria lemia baltymai. Jeigu sugerties ties 260 nm santykis su sugertimi
ties 280 nm yra daugiau negu 1,8, laikoma, kad DNR tirpale néra baltymy
priemaisy. (A,q/A>1,8).
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a. Triacilgliceroliy hidrolize

Lipidais vadinamos nepolinés medZiagos, kurios i§ organizmy ekstrahuojamos
organiniais tirpikliais pvz., chloroformu, etanoliu, eteriu, ir kurios blogai tirpsta van-
denyje. Tai yra didelé grupé medZiagy, kurios skiriasi struktiira, funkcijomis ir che-
minémis savybémis. Riebalai, aliejai, vaskai, membrany lipidai, tam tikri vitaminai ir
hormonai priklauso $iai margai junginiy grupei.

Jie placiai paplite gyvajame pasaulyje ir atlieka tam tikras funkcijas. Riebalai
daugiausia kaupiasi riebalinése lastelése, riebaly laseliy forma. Jie yra organizmo
energijos Saltinis. Fosfolipidai, susijunge su baltymais sudaro membranas, kurios
apgaubia lastele ir organeles. Riebalai apsaugo organizma nuo termininio ir fizikinio
poveikio. Augaluose vaSkai sudaro papildoma apsauginj sluoksnj. Bités i§ vaSko gamina
korius. Lipidams priklauso cholesterolis, kuris labai svarbus membrany strukttrai
palaikyti, i$ jo sintetinamas vitaminas D, tulZies riigstys, lytiniai hormonai ( estrogenas,
testosteronas) ir adrenokortikotropiniai hormonai. Terpenai, pvz., karotinoidai,
reikalingi fotosintezes, regéjimo procesams. Augaly eteriniy aliejy kvapa lemia terpenai.

Vieni i§ lipidy atstovy yra acilgliceroliai, kurie yra glicerolio ir riebaly rugsciy
esteriai. Vaskai yra aukStesniyjy alkoholiy ir riebaly rtigiciy esteriai. Glicerofosfolipidai
sudaryti i$ glicerolio, riebaly rigsciy ir fosfato rigsties, prie kurios gali biiti prijungtas
pakaitas —cholinas, serinas, 2-aminoetanolis, ar kiti alkoholiai. Jeigu alkoholis yra ne
glicerolis, 0 aminoalkoholis sfingozinas, susidaro sfingolipidai. Sfingolipidams priklauso
sfingomielinai, cerebrozidai, gangliozidai. Sfingomielinai sudaryti i§ sfingozino, riebaly
rugsciy, fosfato riigsties ir dazniausiai cholino. ] cerebrozidy sudétj jeina sfingozinas,
riebaly riigstys ir monosacharidai. Gangliozidai susidaro susijungus sfingozinui, riebaly
rugstims ir oligosacharidui. Prie pastarojo prisijungusi sialo riigstis suteikia gangliozidui
neigiama kriivi. Lipidai, | kuriy sudétj jeina fosforo riigstis yra vadinami fosfolipidais,
o turintys angliavandeniy — glikolipidais.

Acilgliceroliai, — nepolin¢s, hidrofobinés, vandenyje netirpios medziagos — dar
vadinamos trigliceridais, riebalais arba neutraliaisiais riebalais. Jie yra glicerolio ir
riebaly riigsciy esteriai.

c|H20-co-(CH2)n-CH3
C‘HO-CO-(CH2)H-CH3
CH,0-CO-(CH,) -CH,

Prie glicerolio gali buti prijungusios 1, 2 ir 3 riebaly ragsciy liekanos , taigi
sintetinami mono-, di- ir triacilgliceroliai.

I triacilgliceroliy sudéti jeinancios riebaly riigstys gali biiti vienodos, pavyzdZziui
tristearino ar trioleino riigStys. Gamtoje dazniausiai btina skirtingo ilgio ir sotumo
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laipsnio riebaly riigstys. Svieste yra daug palmitino riigsties, pagrindine sémeny aliejaus
dalj sudaro linoleno riigstis. Triacilgliceroliy lydymosi temperatiira priklauso nuo
nesocCiyjy riebaly rigsciy buvimo. Augaluose vyrauja nesociosios riebaly riigstys, todel
i§ jy gauti triacilgliceroliai kambario temperatiiros salygomis yra skysti ir vadinami
aliejais.

Triacilgliceroliai yra veiksminga energijos saugojimo forma. Jy déka, organizmui
badaujant, galima apsiriipinti energija 2-3 ménesiams. Glikogeno atsargy uztenka tiktai
vienai parai.

Vagkai yra esteriai, sudaryti i§ ilgyjy anglies grandiniy (C,, — Cy;) alkoholiy ir
riebaly riigiciy (C,, — Cy¢). I vasky sudétj jeina cetilo (C,), cerilo (C,), miricilo (Cy)
ir kiti alkoholiai bei sociosios ar nesociosios, didelio lyginio anglies atomy skaiciaus
monokarboksiriigstys.

Bendra vasky formulé: CH;~(CH,),~O-CO—(CH,),—CH,

Vaskus isskiria augalai ir gyviinai. Vasky funkcija yra sudaryti apsaugines dangas.
Pauksciy plunksnos ir gyvuliy kailis turi vaskinj apdangala, kuris apsaugo nuo
suSlapimo. Vaskiné lapy ir vaisiy danga maZina vandens nuostolius, apsaugo nuo
infekcijos.

Pagrindinis bi¢iy vasko sandas yra miricilpalmitatas, CH,—~(CH,),,—O-CO-
(CH2)14_CH3.

Riebalu ragstys Daugumos lipidy sudétyje randamos riebaly riigstys. Riebaly riigstys
yra ilgos angliavandenilinés grandinés monokarboksirtigStys. Gamtoje aptinkama apie
100 riebaly riugsciy, turinciy 4-36 anglies atomus, jos retai biina laisvos, dazniausiai
yra esterifikuotos.

Bendra riebaly riigsciy formulé yra Si:

CH,~(CH,),—~CH,~CH,~COOH.

Gamtoje daZniausiai sutinkamos riebaly riugstys, kuriy molekulés yra neSakotos ir
turi lyginj anglies atomy skaiciy. Riebaly riigstys gali biiti sociosios ir nesociosios. Gali
biiti vienas ar keli dvigubieji rySiai. Labai svarbios organizmo vystymuisi yra
polinesociosios riebaly rigstys (PUFA). Nesociosiose riebaly riigStyse dvigubieji rySiai
nesudaro konjuguotos sistemos. Jie yra atskirti metileno (~CH,-) grupe -CH=CH-
CH,~CH=CH-. Be to, nesociosios riebaly riigstys yra cis konfiguracijos. Dvigubojo
rySio padétis Zymima simboliu A, skaiciais pazymima tarp kuriy C atomuy $is rySys
susidaro. Pavyzdziui, C18:1A? reiskia , kad riebaly riggtis sudaryta i§ 18 anglies atomuy,
turi viena dvigubajj rysj, kuris yra tarp 9 ir 10 anglies atomy. Kartais vartojama alternatyvi
terminologija: omega ().

Nefermentiné triacilgliceroliy (riebaly) hidrolizé vyksta veikiant riebalus riig§timis,
Sarmais ir perkaitintais vandens garais. Hidrolizuojant riebalus, susidaro glicerolis ir
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riebaly rugstys. Veikiant Sarmais, gaunamos riebaly rigsciy druskos. Riebaly ragstys

netirpsta vandenyje. Jy ir Sarminiy metaly druskos - tirpieji muilai. Riebaly riigsciy

Zemes Sarminiy ir sunkiyjy metaly druskos vandenyje netirpsta. Tirpieji muilai -

pavirsinio aktyvumo medziagos.

Darbo metu hidrolizuojami riebalai, esant spiritiniam kalio hidroksido tirpalui.

Susidarantys kalio muilai gerai tirpsta vandenyje. Partig8tinus jy tirpala susidaro netirpios

riebaly rigstys.

Reagentai

1. Riebalai, 0,5 g.

2. Spiritinis kalio Sarmo tirpalas (5 g kalio hidroksido Sildant iStirpinami 10 ml
vandens ir jpilami i 100 ml etanolio).

3. 10% druskos rugstis, 50 ml.

4. Eteris, 20 ml.

5. Etanolis, kuriame yra 1 ml 10% nario karbonato tirpalo ir 0,2 ml spiritinio
fenolftaleino tirpalo, 50 ml.

6. 0,2M CuSO,, 10ml.

Darbo eiga

a) riebalu hidrolizé

1.

0,5 g riebaly dedama j mégintuvelj ir jpilama 5 ml spiritinio kalio hidroksido
tirpalo. Mégintuvéelis uzkems$amas kamsciu su jstatytu vamzdeliu (griztamasis
Saldytuvas).

Hidrolizuojama verdancio vandens vonioje 30 min.

Hidrolizei pasibaigus, skystis perpilamas j porceliano l¢kstele, jpilama 10 ml
vandens ir Sildoma ant verdancio vandens vonios, kad iSgaruoty spiritas.

b) glicerolio nustatymas riebalu hidrolizés produktuose

1.

I meégintuvelj, kuriame yra 1 ml po riebaly hidrolizés gauto vandeninio tirpalo
(abandymas), ipilama 0,1ml 0,2 M CuSO, tirpalo ir supurtoma.

¢) riebaly rugsciy iSskyrimas

1.

2.

I gauta porceliano leksteleje tirpala (a bandymas) pilama 10% HCI, kol nustos
susidaryti nuosedos. Pilant HCI, skystis maiSomas lazdele.

Riebaly riigs¢iy nuosédos filtruojamos ir plaunamos ant filtro distiliuotu
vandeniu, kad pasiSalinty HCI. Filtratas neturi sukelti rigscios reakcijos
(nustatoma naudojant universalaus indikatoriaus popieriuk?).

Riebaly riig§¢iy nuoseédos iStirpinamos 1ml eterio, véliau pilama 1ml etanolio,
kuriame yra natrio karbonato tirpalo ir fenolftaleino. Rausva etanolio spalva
iSnyksta.
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Kontroliniai klausimai:

I8 ko sudaryti glicerofosfolipidai?

I8 ko sudaryti sfingolipidai, cerebrozidai, gangliozidai?

Paragykite triacilgliceroliy, diacilgliceroliy ir monoacilgliceroliy formules.
Dél kieno poveikio hidrolizuojami riebalai?

M S

Kodél iSnyksta rausva etanolio spalva, jpylus riebaly riig§ciy eterinio tirpalo?
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10. Pradinio fermentinés reakcijos
greicio nustatymas

10.1. Fermentai — biologiniai katalizatoriai

Gyvuose organizmuose cheminés reakcijos vyksta labai greitai, nes jas katalizuoja
baltymai, vadinami fermentais.

Fermenty katalizuojamos reakcijos — tai procesai, kuriy metu kataliziSkai aktyvis
baltymai (fermentai) katalizuoja substraty virtima reakcijos produktais.

Fermenty savybés

Fermentai yra saviti savo substratams , jic efektyviai veikia (t. y. pakanka labai mazy
ju koncentracijy) Svelniomis salygomis (atmosferos slégyje, reakcijos terpés pH neut-
ralus, temperatiira nedidel¢). Katalizuodami reakcijas fermentai nesusinaudoja ir dél
reakcijos nepakinta. Jic nepakeicia reakcijos pusiausvyros (katalizuoja ir tiesioging
ir atvirk$tine reakcijas), bet 1010 — 10 karty padidina reakcijos pusiausvyros
pasiekimo greitj (palyginant su reakcijomis, vykstanciomis be katalizatoriaus).

Atsizvelgiant j lastelés ar organizmo poreikius, fermenty veikla yra regulinojama
(fermenty aktyvumas didinamas arba mazinamas). Fermenty aktyvumas reguliuojamas
prijungiant tam tikrus reguliacinius baltymus, aktyviklius ar slopiklius (inhibitorius),
alosterinius elektorius ir panasiai.

Paprasciausia fermentiné reakcija reaguojant vienam substratui apraSoma lygtimi:

E+ S =< ES = = E + P

Substrato (S) molekulé reaguoja su fermentu (E), susidaro fermento ir substrato
(ES) kompleksas, kuris virsta produktu (P).

10.2. Katalizés samprata

Tarp sistemoje esanc¢iy medZiagy jvyksta cheminé reakcija, jei Siy medzZiagy molekulés
yra suzadinamos ir aktyvinamos. Energija reikalinga tam, kad molekulés pereity i
pereinamaja biisena ir galéty saveikauti, vadinama aktyvacijos energijaE, .

E , —energijos kiekis, bitinas , kad visos 1 molio medziagos molekulés, esant tam
tikrai temperatiirai, pasiekty pereinamaja biisena.
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Aktyvacijos barjeras

Reakcijos greitis yra proporcin-

gas molekuliy, pasiekusiy perei-

) . Nekatali- ’

namaja biisena, koncentracijai. Zuojamos | _ _
.. e . C e reakcijos |

Reakcijos greiti galima padidinti n | /7 N\ | U

dviem biidais:
1. Didinant temperatiirg —

. . . S' St 1, 1 inQ
suteikti papildomos ener- SIS ANOSOS 1

Sistemos laisvoji energija
—
1
1

energijos pokytis
gijos (t. y. didinti Siluminj
molekuliy judéjima, kartu — |
viding jy energija). Padi-
dinus temperatira 10°C Reakcijos eiga ——

reakcijos greitis padidéja 10.1 pav. Nekatalizuojamos ir katalizuojamos
apytikriai 2-3 kartus. Biolo- reakcijos potenciné kreivé

ginéms sistemoms §is btidas

néra veiksmingas, nes temperatiiros didinimo ribos yra gana mazos. Fermentai
yra baltymai, daugumos jy denatiiracija prasideda, esant ~ 60°C temperatirai.

2. Mazinant aktyvacijos energija.

Reaguojant substratui su fermentu, tarpinio fermento ir substrato komplekso (ES)
susidarymo aktyvacijos energija yra daug mazZesne, negu tiesiogiai substrato molekuléms
virstant produktu. Taigi, fermentai pagreitina medziagu virsmus sumazindami
aktyvacijos energija.

10.2.1 Fermenty struktiira ir veikimo ypatumai

Katalizinis fermenty aktyvumas priklauso nuo natyvios baltymo struktiiros buvimo.
Kaitinant, veikiant denatiiruojanciais reagentais, kei¢iant H* koncentracija ar veikiant
peptidazémis (fermentais skaidanciais baltymus), katalizinis aktyvumas sumazéja arba
visai panaikinamas. Baltymas yra kataliziSkai aktyvus, kai pirminé, antriné ir tretiné
jo struktuiros nepazeistos.

Yra fermenty, kurie sudaryti tik i§ aminortigsciy liekany ir neturi jokiy kity cheminiy
grupiy (pvz., kasos ribonukleaze). Taciau daugelio fermenty aktyvumui pasireiksti yra
bitini papildomi cheminiai sandai — kofaktoriai. Tai gali buiti metaly jonai (Mg?*+, Mn?*,
Ca?*, Fe?* , Cu?*, K* ir kt.) ar sudétingy organiniy junginiy molekulés, vadinamos
kofermentais (daZnai kofermentais biina vitaminai ar jy dariniai: tiamindifosfatas— B,
piridoksalfosfatas — B, , nikotinamidiniai, flavininiai kofermentai ir kt.).

Kofermentai tiesiogiai dalyvauja reakcijoje ir daznai atlieka atomy ar funkciniy
grupiy nesikliy vaidmeni.

Daugelio fermenty kataliziniam aktyvumui yra biitinas tiek kofermentas, tieck metalo
jonai. Baltymas (apofermentas) kartu su kofermentu yra vadinamas holofermentu.
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Nedidelé, bet labai svarbi fermento molekulés dalis yra jos aktyvusis (katalizinis)
centras, kurj suformuoja baltyma sudaranciy aminoriig§¢iy liekany atitinkamos
funkcinés grupés. Aktyvyji centra sudarancios aminoriig§ciy liekanos gali biiti gana
nutolusios viena nuo kitos pirminéje baltymo struktiiroje. Jos suartéja dél polipeptidinés
grandinés erdvinio iSsidéstymo. 1894 m. Emilis FiSeris (E. Fischer) pasitlé hipoteze,
kuria remiantis aktyvusis fermento centras turi atitikti substrato molekulés konformacija
(,,spyna“ ir ,,raktas“ modelis).

Substrato molekulé privalo turéti du struktiiros elementus — savitajj cheminj rysij,
kurj atakuoja fermentas ir funkcines grupes, suriSancias substrata su aktyviuoju fer-
mento centru taip, kad atakuojamas rySys biity tinkamu biidu orientuotas fermento
kataliziniy grupiy atzvilgiu.

Vieni fermentai yra visiSkai saviti konkreciam substratui, kiti sgveikauja su jvairiy
substraty konkreciomis vietomis. PavyzdZiui, aspartazé prijungia amoniaka tik prie
fumaro rigsties dvigubojo rysio (susidaro L-aspartatas). Sio fermento substratu negali
biiti jokia kita nesocioji riigstis. Platesnio savitumo pavyzdys galéty biiti peptidazes,
skaidancios peptidy ir polipeptidy peptidinius rysius.

Daugelio fermenty veikimg galima nuslopinti paveikus tam tikrais cheminiais
reagentais, vadinamais slopikliais (inhibitoriais). Slopikliy veikimo tyrimai suteikia
duomeny apie fermenty aktyviojo centro funkcines grupes, katalizés mechanizma,
substratinj fermenty savituma ir Iasteliy medziagy apykaitos kelius.

Fermentui reaguojant su slopikliu (I) susidaro fermento slopiklio (EI) kompleksas.
Atsizvelgiant | EI komplekso tvirtuma, slopinimas gali buti griZtamasis ir
negriztamasis.

Negrijztamojo slopinimo atveju slopiklis stipriai susiri$a su fermento molekule ir
EI kompleksas labai létai skyla .

GrijZtamojo slopinimo metu slopiklis silpnai susiriSa su fermentu ir, sumaZinus
slopiklio koncentracija (dializuojant ar skiedZiant tirpala) fermento ir slopiklio komp-
leksas lengvai skyla j laisva fermenta ir slopikli, fermento aktyvumas atsinaujina. Griz-
tamasis slopinimas skirstomas j konkurencinj, nekonkurencinj, bekonkurencini, miSruyji
ir kitus.

Esant konkurenciniam slopinimui, slopiklis ir substratas jungiasi prie tos pacios
fermento vietos, prie aktyviojo fermento centro. Didelés substrato koncentracijos mazina
slopiklio veikima. Substratas ir slopiklis turi panasias struktiiras ir konkuruoja vienas
su kitu del susiriSimo su fermentu.

Nekonkurencinio slopinimo atveju substratas ir slopiklis reaguoja ne su ta pacia
fermento vieta ir substrato perteklius nesumazina slopiklio poveikio. Nekonkurencinio
slopinimo metu substratas ir slopiklis nekonkuruoja tarpusavyje.

Bekonkurencinio slopinimo atveju slopiklis nesijungia su fermentu, kai reakcijos
terpéje néra substrato. Slopiklis susijungia su ES. Reakcija slopinama susidarius EIS
kompleksui.



142 BIOCHEMIJOS LABORATORINIAI DARBAI

10.3. Fermentiniy reakcijy greicio priklausomumas
nuo substrato koncentracijos

Substrato koncentracija, reakcijos terpés pH ir

Y temperatiira turi didelés jtakos fermentiniy reakcijy
-------------------- greiciui.

Fermentinés reakcijos greicio priklausomumas

Vinax nuo substrato koncentracijos apraSomas hiperbole

2 ir pavaizduotas 10.2 pav. Esant maZoms substrato
koncentracijoms, reakcijos greitis tiesiogiai priklauso

nuo substrato koncentracijos. Toliau didinant

Ky [S] substrato koncentracija reakcijos greitis 1étéja ir
asimptotiSkai artéja prie V
10.2 pav. Fermentinés reakcijos nepasiekia.
greicio priklausomumas nuo
substrato koncentracijos

bet niekuomet jo

max?

Paprasciausia fermentiné reakcija yra aprasoma

tokia lygtimi:
k+1 k+2
E+ S ES —— E + P
k,
k., —fermento ir substrato komplekso susidarymo reakcijos greicio konstanta
k_, —fermento ir substrato komplekso skilimo j substratg ir fermenta reakcijos
greic¢io konstanta
k,, —fermento ir substrato komplekso skilimo i produkta ir fermenta reakcijos
greicio konstanta

Siuo atveju reakcija atlickama taip, kad susidariusio produkto koncentracija yra
nedidelé ir nevyksta griZztamoji reakcija. Tokios reakcijos greitis priklauso nuo
susidariusio fermento ir substrato komplekso koncentracijos ir jo skilimo j produkta
greicio. Tuo atveju, kai substrato koncentracija yra tiek didele, kad visas reakcijoje
dalyvaujantis fermento kiekis sudaro fermento ir substrato kompleksa, reakcija vyksta
didZiausiu grei¢iu -V, . L. Michaelis ir M. Menten apskaiciavo fermentinés reakcijos
greicio priklausomuma nuo substrato koncentracijos. Jie matavo pradinj reakcijos greiti
(V) kai susidariusio reakcijos produkto koncentracija yra labai maza. Fermentinés
reakcijos greicio priklausomumas nuo substrato koncentracijos iSreiSkiamas lygtimi:

— Vmax[s]
Ky +IS]

0

Vienas svarbiausiy kinetiniy fermentinés reakcijos parametry (rodikliy) yra Michaelio
konstanta — K, ;, kuri yra tiesiogin€s ir atvirkstinés fermentinés reakcijos greiciy konstanty
santykis:
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_(k,+k,y)

Ky "

+1

K, yra iSreiSkiama koncentracijos vienetais (M). Michaelio konstanta yra lygi
substrato koncentracijai, kuriai esant reakcijos greitis yra lygus pusei didziausio
(maksimalaus) greicio.

K, galima nustatyti i§ grafiko pazyméjus reakcijos grei¢io priklausomuma nuo
substrato koncentracijos (10.2 pav.), taciau §i reikSmé yra netiksli, nes neimanoma
tiksliai nustatyti V..

Norint i§ bandymo duomeny nustatyti K, ir V. reikSmes, dazniausiai vartojamos
dvigubos atvirkstinés Lainuivero ir Berko (Lineweaver-Burk) koordinatés — pazymima
1/V priklausomybé nuo 1/[S].

Pazyméjus bandymo metu gautus taskus, per juos nubréZiama tiese, kertanti koor-
dinaciy aSis. Abscisiy aSyje tiesé susikerta taSke, atitinkanc¢iame —1/K,, o ordinaciy
aSyje —taske 1/V__.. Tiesés posvyrio kampas yra lygus K,,/V ...

Pastaba:

Sudétingiems fermentams, turintiems ne tik 1V,
aktyviuosius, bet ir reguliacinius (alosterinius)
centrus, Michaelio ir Menten Kinetikos désnin-
gumai netaikomi.

Pradinis reakcijos greitis yra matuojamas, - UV,
esant pastoviam fermentinés reakcijos greiciui,

t.y. tada, kai tenkinamos stacionariosios (nuos-

toviosios) biisenos salygos. Juo ilgiau trunka K, s

nuostovusis vyksmas, tuo patogiau ir tiksliau

galima iSmatuoti pradinj reakcijos greiti. 10.3 pav. Reakcijos grei¢io priklauso-
Pradinio reakcijos greicio faze apibiidina Mmumas nuo substrato koncentracijos

‘e . s 3 yas e Lainuivero-Berko koordinatése

pastovus greitis, t. y. vienodai didéjantis

reakcijos produkto kiekis. Tai trunka keletg —

keliasdesimt sekundziy po reagenty sumaiSymo ir priklauso nuo reakcijos salygy.

Nubraizius fermentinés reakcijos greicio priklausomumo nuo substrato koncentracijos

grafika, iSvedama liestiné, einanti per koordinaciy pradzios taska. Pradinis reakcijos

greitis nustatomas i§ ties€s posvyrio kampo:
V, = d[P)/dt = tgo

Kampo, kurj sudaro liestin€ su abscisiy asimi, tangenta apskaiciuojame is staciojo
trikampio statiniy santykio. Reakcijos greitis iSreiSkiamas substrato koncentracijos
pokyciu per minute.
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10.4 pav. Pradinio reakcijos greicio nustatymas

10.4. Alkoholio dehidrogenazés katalizuojamos reakcijos
pradinio reakcijos greicio nustatymas

Alkoholio dehidrogenazé (ADH) katalizuoja Sig reakcija:

ADH
C,H,OH + NAD' =——= CH,CHO + NADH + H'

Alkoholio dehidrogenaze (1.1.1.1) yra oksidoreduktazé (katalizuoja oksidacijos—
redukcijos reakcijas). Mieliy ADH molekuliné masé yra 141 kDa. Fermento molekulé
sudaryta i§ keturiy subvienety, ji turi keturis tvirtai suriStus Zn atomus. Mieliy lastelese
reakcijos pusiausvyra yra nukreipta acetaldehido redukcijos iki etanolio kryptimi. Tai
paskutine alkoholinés fermentacijos stadija. In vitro fermentas daZniausiai tiriamas ir
naudojamas Sarmingje pH srityje, t. y. salygomis, kurios nukreipia reakcijos pusiausvyra
etanolio oksidacijos kryptimi.

Reakcijos greitis nustatomas matuojant NADH koncentracijos didéjima. Tai patogu
atlikti pamatuojant spektrofotometru optinj tanki, esant §viesos bangos ilgiui A =340nm.

Sia savybe pasinaudojama tiriant procesus, kuriuos katalizuoja nikotinamidinius
kofermentus turincios dehidrogenazés. Vykstant oksidacijos — redukcijos procesams
labai patogu stebéti vienos kofermento formos virtima kita, stebint NADH
koncentracijos kitima (didéjima ar mazéjima) reakcijos miSinyje.

Sis metodas taikomas ir vadinamiesiems “coupled assay” — sujungtiems
(konjunguotiems) testams (pvz., heksokinazés ) aktyvumui jvertinti, ATP koncentracijai
nustatyti, kai sistemoje kaip pagalbinis fermentas naudojama gliukozes 6-fosfato
dehidrogenaze.
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Heksokinazé
D-gliukozé + ATP ————> gliukozés 6-fosfatas + ADP

Gliukozés 6-fosfato
dehidrogenazé

Gliukozés 6-fosfatas + NADP* 6-fosfogliukono laktonas + NADPH + H*

Pamatavus optinj tankj tam tikru laiko momentu, galima apskaiciuoti NADH
(NADPH) koncentracija reakcijos miSinyje tuo laiko momentu.

c=AZ, 1

¢ — matuojamos medZziagos koncentracija (M),

A — optinis tankis (esant A = 340 nm),

gy, — molinés ekstinkcijos koeficientas (M~ cm™),

1 — kiuvetes plotis (cm).

NADH molinés ekstinkcijos koeficientas 3, = 6220 M~ cm™!.

Alkoholio dehidrogenazés aktyvumo vienetas — fermento kiekis, kuris redukuoja
1 umol NAD* per 1 min. standartinémis (grieztai apibréZtomis) salygomis.

Savitasis fermento aktyvumas iSreiSkiamas aktyvumo vienetais vienam mg
baltymo (U/mg).

Darbo tikslas:

1. Nustatyti pradinio reakcijos greicio priklausomuma nuo fermento kiekio.

2. Istirti pradinio reakcijos grei¢io priklausomuma nuo substrato (etanolio)
koncentracijos.

3. Ivertinti tiriamos reakcijos kinetinius parametrus (K, V_...).

10.4.1. Pradinio reakcijos greicio priklausomumo
nuo fermento kiekio nustatymas

Reagentai:

1. 100 mM TRIS HCl buferis, pH 8,8 .

25 mM kalio fosfato buferis pH 7,5.

1 mg/ml NAD+ (tirpinama 25 mM kalio fosfato buferyje, pH 7,5

3 M etanolis

1 mg/ml ADH (liofilizuotas fermentas tirpinamas 25 mM kalio fosfato buferyje,
pH 7.,5).

AR
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Darbo eiga:

1. I spektrofotometro kiuvete ipilama: 2,8 ml Tris-HCI buferio pH 8,8; 0,1 ml
(100 ul) 3 M etanolio ir 0,1 ml (100 gl) NAD*.

2. Kiuvete dedama j spektrofotometro Sulinélj ir prietaisas nustatomas taip, kad
rodyty optinj tanki lygy 0, esant bangos ilgiui | = 340 nm.

3. Kelias minutes stebima (arba uzraSoma savirasiu), ar vyksta tuscioji (blank)
reakcija ( ar nesikeicia tirpalo sugertis, t. y. NADH susidaro ir nesant kiuvetéje
fermento).

4. 1 kiuvete, kurioje stebétas tusciojo bandymo greitis, pridedamas tam tikras
fermento tirpalo kiekis (10, 20, 30, 40, 50 ul), greitai 1SmaiSoma ir kas 15 - 30
sek. 3—4 min. matuojamas tirpalo optinis tankis. Reikia parinkti tokig fermento
koncentracija, kad susidariusio NADH kiekis tiesiSkai didety laiko atzvilgiu, t.
y. per vienoda laiko tarpa (pvz., kas 30 sek.) tirpalo optinis tankis padidéty tuo
paciu dydziu. Taisyklingi matavimai yra, jei optinis tankis, esant bangos ilgiui
340 n m, per minute pakinta 0,02 - 0,04 vieneto (AA;4y,... = 0,02 -0,04).

5. Atsizvelgiant | nustatytus duomenis, grafiSkai pazymimas optinio tankio
priklausomumas nuo laiko (ordinaciy asyje paZymimas A, abscisiy —laikas
sekundémis). Pridedamo fermento kiekis taip parenkamas, kad grafikas biity
kuo panaSesnis | ties¢.Atsizvelgus i Sio bandymo rezultatus apskaic¢iuojama
NADH koncentracija (uM) kiekvienu laiko momentu, t. y. praéjus 15, 30, 45,
60, 75, 90, 120, 150, 180 sek. nuo reakcijos pradzios.

6. Uzpildoma 10.1 lentele :

10.1 lentelé. Susidariusio NADH koncentracijos priklausomumas nuo reakcijos trukmés

Reakcijos trukmé, sek. Asg [NADH], uM

15
15
30
45
60
75
90
120
150
180

7. NubraiZomas susidariusio NADH koncentracijos priklausomumo nuo laiko
grafikas (ordinaciy asyje pazymima NADH koncentracija, abscisiy — reakcijos
trukmé). Esant optimaliam fermento kiekiui, susidariusio NADH koncentracija
tiesiSkai priklauso nuo laiko. Tuo atveju pradinis reakcijos greitis skai¢iuojamas
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atsizvelgiant i tiesés posvyrio kampo tangenta. Esant didesniam uz optimaly
fermento kiekiui, grafikas yra kreivés formos. Gautai kreivei nubréziama liestine,
ir apskaiciuojamas pradinis reakcijos greitis (V).

V, taip pat nustatomas esant dar kelioms ADH koncentracijoms.
Nubraizomas V,, priklausomumo nuo fermento kiekio grafikas : ordinaciy
adyje pazymimas V, abscisiy —fermento kiekis .

10.4.2. Pradinio reakcijos greicio priklausomumas

nuo etanolio koncentracijos

Reagentai:

R

. 100 mM TRIS HCl buferis, pH 8,8 .

25 mM Kkalio fosfato buferis pH 7,5.

1 mg/ml NAD+ (tirpinama 25 mM kalio fosfato buferyje, pH 7,5

3 M etanolis

1 mg/ml ADH (liofilizuotas fermentas tirpinamas 25 mM kalio fosfato
buferyje, pH 7,5).

Darbo eiga:

1.

Nustatomas pradinis reakcijos greitis (V), esant skirtingoms etanolio
koncentracijoms.

I kiuvete pilami skirtingi etanolio kiekiai (25ul, 50 pl, 100 ul, 150 pl, 200 ul,
300 ul). Sios reakcijos pradedamos pridedant j kiuvete anksciau atrinkta op-
timaly fermento kiekj.

Nubraizomas susidariusio NADH koncentracijos priklausomumo nuo laiko
grafikas, esant skirtingoms etanolio koncentracijoms ir vertinamas pradinis
reakcijos greitis. UZpildoma 10.2 lentelé

10.2 lentelé. Reakcijos greicio priklausomumas nuo etanolio koncentracijos

Pridedamo Etanolio Pradinis 1/V, 1/[S]
etanolio kiekis, koncentracija reakcijos greitis,

ul méginyje, UM UM/min.

25

50

100

150

200

300
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4. Nubraizomas reakcijos greicio priklausomumo nuo etanolio koncentracijos
grafikas (Lainuiverio ir Berko koordinatése).
5. Apskai¢iuojma Michaelio konstanta K, ir maksimalus reakcijos greitis V.

10.5. Sarminés fosfatazés is E. coli
pradinio reakcijos greicio nustatymas

Sarminé fosfatazé (EC 3.1.3.1) katalizuoja fosforo riigsties lickanos atskélima nuo
monoesterinty junginiy galo. Ji placiai taikoma ribo- ir deoksiribonukleotidy galiniam
fosfatui pasalinti.

Sarminé fosfatazé (AP — Alkaline Phosphatase) i§ E. coli yra dimerinis baltymas, j
kurio sudétj jeina Zn?* ir Mg?+. Du Zn?* jonai yra butini fermento molekulés aktyvumui
atsirasti. Mg?* didina Zn-turinéio apofermento aktyvuma. Fermento veikimag slopina
neorganinis fosfatas.

Fermento aktyvumas nustatomas vartojant Gereno ir Levintalio (Garen ir Levinthal,
1960) metodika. Apie reakcijos greitj sprendziama i§ optinio tankio 405420 nm srityje
padidéjimo, atsirandancio dél susidariusio p-nitrofenolio (p-NP).

Sarminé

(I) fosfatazé
O:li‘—04<;>*NO2 +H,0 — HO‘<;>7NO2 + HPO,*

0]

Fermento vienetu laikomas fermento kiekis, kuris iSskiria 1 pmol p-nitrofenolio
per 1 min., esant 25°C temperatirai, pH 8, apibréztomis salygomis.

Darbo tikslas:

1. Nustatyti pradinio reakcijos greicio priklausomuma nuo fermento kiekio.

2. I8tirti pradinio reakcijos grei¢io priklausomuma nuo substrato (p-NPP)
koncentracijos.

3. Ivertinti tiriamos reakcijos Michaelio konstantg ir maksimaly reakcijos greitj.

Reagentai:

7. 1,5 M TRIS HCl buferis pH 8,0.

8. 0,003 M p-nitrofenilfosfatas (p-NPP).
9. 0,03 M p-nitrofenilfosfatas (p-NPP).
10. Fermento tirpalas.

Parenkama tokia fermento koncentracija, kad stebint sugerties kitima ties 410 nm
ilgio banga, sugerties pokytis per minute (AA,,,/min.) biity 0,02 - 0,04.
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Darbo eiga:

1.
2.
3.

Spektrofotometras nustatomas ties 410 nm ilgio banga.

I kiuvete pilama 2 ml Tris-HCI buferio pH 8,0 ir 1 ml 0,003 M p-NPP.

4-5 min. stebimas tusciasis (blank) greitis, véliau pridedama 0,1 ml praskiesto
fermento.

3-5 min. stebimas sugerties kitimas.

Fermento aktyvumas apskaiciuojamas i§ formuleés :

AA 4 /min. x 1000

1,62x10* X mg fermento/ml reakcijos mi§inio

U/mg =

kur 1,62 10*yra p-nitrofenolio (p-NP) molinés ekstinkcijos koeficientas.

10.5.1. Pradinio reakcijos greicio priklausomumo

nuo fermento kiekio nustatymas

Reagentai:

1.
2.
3.
4.

1,5 M TRIS HCl buferis pH 8,0.
0,003 M p-nitrofenilfosfatas (p-NPP).
0,03 M p-nitrofenilfosfatas (p-NPP).
Fermento tirpalas.

Parenkama tokia fermento koncentracija , kad stebint sugerties kitima ties 410 nm

ilgio banga, sugerties pokytis per minute (AA,,/min.) biity 0,02 - 0,04.

Darbo eiga:

1.

I kiuvete, kurioje stebétas tusciasis (blank) greitis, pilamas tam tikras fermento
tirpalo kiekis (10-100 ul), greitai iSmaiSoma ir kas 15-30 sek. 3-4 min.
matuojamas tirpalo optinis tankis.

Reikia parinkti tokig fermento koncentracija, kad susidariusio p-NP kiekis
tiesiSkai didéty laiko atzvilgiu, t. y. per vienoda laiko tarpa (pvz., kas 30 sek.)
tirpalo optinis tankis padidéty tuo paciu dydziu.

GrafiSkai pazymima optinio tankio priklausomybé nuo laiko (ordinaciy asyje
pazymima A,,,, abscisiy — laikas sekundémis). Pilamo fermento kiekis
parenkamas taip, kad grafikas biity kuo panaSesnis j tiese.

. Apskaiciuojama p-NP koncentracija (uM) kiekvienu laiko momentu, t. y. praéjus

15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150, 180, 210, 240 sek. nuo reakcijos pradzios.
Uzpildoma 10.3 lentelé.
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10 3 lentelé. Susidariusio p-NP koncentracijos priklausomumas nuo reakcijos trukmés

Reakcijos trukmé, sek. Ago [p-NP],

uM

15

30

45

60

90

120

150

180

210

240

5.

Nubraizomas susidariusio p-NP koncentracijos priklausomybés nuo laiko
grafikas (ordinaciy aSyje pazymima p-NP koncentracija, abscisiy — reakcijos
trukme). Sudarytai kreivei nubréZiama liestiné ir apskaic¢iuojamas pradinis
reakcijos greitis (V) (zr.10.4).

10.5.2. Pradinio reakcijos greicio priklausomumo

nuo p-NPP koncentracijos nustatymas

Reagentai:

1.
2.
3.
4.

1,5 M TRIS HCl buferis pH 8,0.
0,003 M p-nitrofenilfosfatas (p-NPP).
0,03 M p-nitrofenilfosfatas (p-NPP).
Fermento tirpalas.

Parenkama tokia fermento koncentracija, kad stebint sugerties kitima ties 410 nm

ilgio banga, sugerties pokytis per minute (AA,;/min.) biity 0,02-0,04.

Darbo eiga:

1.

Nustatomas pradinis reakcijos greitis (V), esant skirtingoms p-NPP kon-
centracijoms.

I kiuvete, kurioje stebétas tusciasis (blank) greitis, | kiuvete pilami skirtingi 0,03
M p-NPP kiekiai (100 pl, 250 pl, 500 ul, 750 ul, 1000 wl). Pilant mazesnius, kaip
1000 wl p-NPP tiirius, atitinkamai didinamas pilamo buferio tiiris, kad suminis
buferio ir substrato tiris bty 3 ml.

Sios reakcijos pradedamos pilant j kiuvete anksciau atrinkta optimaly fermento
kieki.

Apskaiciuojama susidarancio p-NP koncentracija.

Nubraizomas susidariusio p-NP koncentracijos priklausomumo nuo laiko
grafikas ir apskaiCiuojami pradiniai reakcijos greiciai (V). UzZpildoma 10.4
lentele.
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10.4 lentelé. Reakcijos greicio priklausomumas nuo p-NPP koncentracijos

Dedamo p-NPP Reakcijos greitis, 1/V, 1/[S]
p-NPP kiekis, pl koncentracija UM/min.
meéginyje, pM
100
250
500
750
1000
6. Grafike paZzymima V, priklausomumas nuo p-NPP koncentracijos Nubraizomas
reakcijos greicio priklausomumas nuo substrato koncentracijos grafikas
Lainuivero ir Berko koordinatése.
7. Apskaiciuojame Michaelio konstanta ir maksimaly reakcijos greitj.
Literatura:

D. E. Metzler. Biochemistry. Harcourt/Academic Press. 2001. Vol.1. P. 454-503.

A. Glemza. Fermentai. Mokslas, 1987, p.109 — 158.

A. Praskevicius, L. Ivanoviené, N. Stasitiniené, J. Burneckiené, H. Rodovicius, L.
Lukosevicius, D. Kondratas. Biochemija. KMU leidykla, Kaunas, 2003, p. 122 — 160.

http://www.worthington-biochem.com/ADH/

Kontroliniai klausimai

1.

9.

Kaip apibiidinama fermentiné reakcija? Reakcijos substraty ir produkty sam-
prata.

Fermenty struktiira (apofermentai, kofermentai, kofaktoriai, holofermentai).
Kas yra aktyvusis fermento centras?

Kas lemia fermentinés reakcijos rai§j ir katalizés veiksminguma. Fermenty
savitumas.

Griztamosios ir negriztamosios reakcijos. Fermentiniy reakcijy aktyvikliai ir
slopikliai.

Kuriose Igstelés dalyse yra sutelkti fermentai?

Kuo isreiskiamas reakcijos greitis? Kuo pasireiSkia fermentinés reakcijos
produkty jtaka reakcijos greiciui?

Kas yra pradinis fermentinés reakcijos greitis? Kaip grafiskai jis iSreiSkiamas?
Kokig reakcija katalizuoja alkoholio dehidrogenaze? Apibudinkite nikoti-
namidiniy kofermenty §viesos sugerties ypatumus.

Kur pritaikoma Sarminé fosfataze?

10.Kas yra molinés ekstinkcijos koeficientas? Kaip apskaiCiuoti medziagos

koncentracija atsizvelgiant | pamatuotq optinj tankj?

11. Kaip priklauso fermentiniy reakcijy greitis nuo temperatiiros, terpés pH ir

substrato koncentracijos?
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11. Priedai

11.1 lentelé. Daugikliai

m (mili) 107 k (kilo) 10°
u(u) (mikro) 10 M (mega) 10°
n (nano) 10” G (giga) 10°
P (piko) 10 T (tera) 10"
f (femto) 107 P (peta) 10"

a (ato) 101 E (ekza) 10"

z (zepto) 107! Z (zeta) 107!
Y (yota) 10

11.2.1entelé. Tam tikru medziagy moliniai ekstinkcijos koeficientai

Junginys Mmax | € max M max € max A max £ max pH
am ML em?! am ML em? am ML em?

Triptofanas 280 5600 219 47000 7,0
Tirozinas 274 1400 222 8000 193 48000 7,0
Fenilalaninas 257 200 206 9300 188 60000 7,0
Histidinas 211 5900 7,0
Cisteinas 250 300 7,0
Hipoksantinas 248 10300 7,0
Guaninas 249 9100 273 7500 7,0
Guanozinas 252 13600 273 7500 7,0
Adeninas 261 13400 7,0
Adenozinas 259 14900 7,0
9-metiladeninas 260 14200 7,0
Citozinas 267 6100 7,0
Citidinas 271 9100 7,0
Uracilas 259 8200 7,0
Uridinas 261 10100 7,0
Timinas 264 7900 7,0
Timidinas 267 9700 7,0
DNR 258 6600 7,0
RNR 258 7400 7,0
Kofeinas 278 10900 7,0
Izokofeinas 239 7600 267 9000 7,0
Slapimo riigitis 238 9800 293 12200 7,0
NAD* 260 18000 7,0
NADH 260 16900 340 6220 7,0
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11.3 lentelé. UV ir regimosios Sviesos bangu ilgiai

Tirpalo spalva Spektro sritis Sviesos bangy ilgiai, nm
Bespalvis Ultravioletiné 220 ? 400
Geltonai Zalia Violetiné 400 ? 450
Geltona Meélyna 450 ? 480
OranziSka Zaliai mé¢lyna 480-490
Raudona Mélynai zalia 490 ? 500
Purpuriné Zalia 500 ? 560
Violetiné Geltonai Zalia 560 ? 575
M¢élyna Geltona 5757 590
Zaliai mélyna Oranzigka 590 ? 625
M¢élynai Zalia Raudona 625?770

11.4 lentelé. Skyséiu pH

Sistema (tirpalas) pH Sistema (tirpalas) pH
Seilés 6,35-6,85 Juros vanduo 8,0
Zmogaus kraujas 7,35-7,45 KiauSinio baltymas 8,0
SkrandZio sultys 1,6-1,8 Apelsiny sultys 2,644
ASaros 7,4 Pomidory sultys 4,3
Slapimas 4,.8-75 Pienas 6,6-6,9

11.5 lentelé. Indikatoriniy dazy savybés
Dasas Rﬁg§tis/_b_azé Indikator%aus naudojimo
) spalvos kitimas pH intervalas
Timolio mélynasis Raudona — geltona 1,2-6,8
Bromfenolio mélynasis geltona — mélyna 1,2-6,8
Kongo raudonasis mélyna — raudona 3,0-5,2
Metiloranzinis Raudona — geltona 4,3-6,1
Fenolis raudonasis Geltona — raudona 6,8-8,2
Fenolftaleinas Bespalvis — raudona 8,3-10,0
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11.6 lentelé. Daznai naudojami buferiniai tirpalai

Buferiai Rekomenduojama naudoti
pH sritis
Natrio citratas—citriny ragstis 3,.0-6,2
Natrio acetatas—acto riigstis 3,6-5,6
MES-NaOH 5,6-6,8
NaH2P04— NazHPO4 5,8—8,0
Imidazolas—HCIl 6,2-7,8
MOPS-KOH 6,6-7,8
Trietanolamino hidrochloridas—NaOH 6,8-8,8
TRIS-HCI 7,0-9,0
HEPES-NaOH 7,2-8,2
Tricinas—NaOH 7,6-8,6
Natrio tetraboratas—boro riigstis 7,6-9,,2
Bicinas— NaOH 7,7-8,9
Glicinas—NaOH 8,6-10,6

Konstantos

Avogadro skai¢ius, N, = 6.022045 10 mol-!
Bolcmano konnstanta, k=1.380622-10-2 J/E
Universalioji dujy konstanta, R=8.31434 J/E*mol

Nukleorugsciy molinés masés:
bazés= 324.5Da

baziy pora = 649Da

ribo baze = 340.5Da

1kb ds DNA (Na) = 6.5x10°Da

1kb ss DNA (Na) = 3.3x10°Da

1kb ss RNA (Na) = 3.4x10°Da





