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Oczyszczanie inwertazy — p-fruktofuranozydazy (EC 3.2.1.26) z drozdzy

Wprowadzenie

Biatka enzymatyczne oczyszcza si¢ W celu poznania jaka reakcje chemiczng katalizuja, jakie zwigzki
chemiczne sg ich substratami lub inhibitorami, jaka jest szybkos$¢ reakcji prowadzonej przez enzym, jak
silne jest powinowactwo enzymu do danego substratu. lzolacja i otrzymywanie wysoko oczyszczonych
biatek stuzy ich badaniu na poziomie molekularnym np. aby poznaé strukturg czasteczek analizujac
krysztaty czystego biatka. Droga prowadzaca do otrzymania czystego biatka jest dtuga i czesto mozolna.

W izolowaniu i oczyszczaniu enzymow stosuje si¢ metody pozwalajace na otrzymanie ich w
stanie jednorodnym i bez utraty aktywnosci katalitycznej. Enzymy sa przewaznie nietrwate w pH ponizej
5 i powyzej 9, ulegaja tatwo denaturacji cieplnej i powierzchniowej (podczas pienienia si¢ roztworow)
oraz inaktywuja si¢ w obecnos$ci soli metali cigzkich, dlatego tez ich preparatyke przeprowadza sie w
buforach o pH ok. 7, w niskich temperaturach, stosujac wod¢ podwodjnie destylowang i $rodki
kompleksujagce metale ciezkie oraz w razie potrzeby zwigzki tiolowe. Rozpuszczalne enzymy -
szczegoOlnie te, ktore znajduja sie w cytoplazmie - tatwo mozna ekstrahowaé¢ woda lub roztworami soli o
warto$ciach pH oddalonych od ich punktu izoelektrycznego. Wytracanie biatek z roztworu wysokimi
stezeniami soli to inaczej wysalanie biatek. Sole, ktérych jony tatwo tworza wodziany, konkurujg z
biatkiem o czasteczki otoczki hydratacyjnej zwiazanej z biatkiem. Zmniejsza to rozpuszczalno$¢ bialek i
powoduje ich wytracanie z roztworu. Wysalanie biatek jest procesem odwracalnym i nie powoduje utraty
aktywnos$ci. Po obnizeniu stezenia soli mozna z powrotem rozpusci¢ biatko. Ekstrakcje enzymu
przeprowadza si¢ zwykle po rozdrobnieniu tkanek w homogenizatorze. Aby oddzieli¢ enzymy mocno
wbudowane w ziarnistosci komorek oraz w kompleksy biatkowe, lipidowe i wielocukrowe, trzeba
stosowa¢ dodatkowo takie sposoby, jak zamrazanie i odtajanie, ekstrakcje butanolem, wprowadzenie
srodkow zmniejszajacych napigcie powierzchniowe, np. detergentow itp.

Metody oczyszczania i frakcjonowania enzymoéw sg bardzo roéznorodne i stosuje si¢ tu zwykle
rozpuszczalniki organiczne, gtdéwnie aceton, etanol w niskiej temperaturze lub eter. Dodanie do roztworu
biatek acetonu lub etanolu powoduje odwodnienie biatek i ich wypadanie z roztworu. Jezeli odczynniki te
dziatajg krotko 1 w niskiej temperaturze, to biatko nie ulega denaturacji i mozna je ponownie rozpuscic.
Czeéciowo oczyszczone preparaty biatka oczyszcza sie do homogenno$ci przy uzyciu elektroforezy,
ultrawirowania, czy technik chromatografii kolumnowej: filtracji zelowej, chromatografii
jonowymiennej, chromatografii hydrofobowej, i w koncu chromatografii powinowactwa, ktorej rozwoj
dat duze mozliwos$ci otrzymywania jednorodnych preparatow enzymatycznych. Na kolejnych etapach
oczyszczania oznacza si¢ aktywno$¢ enzymu, po to by sprawdzi¢ skuteczno$¢ zastosowanej procedury i
sporzadzi¢ bilans oczyszczenia biatka. Chociaz wysoko oczyszczone preparaty enzymatyczne nie sa
konieczne do badania kinetyki enzymatycznej, to jednak im bardziej oczyszczony enzym, tym mniejsze
prawdopodobienstwo wykorzystania jego substratu lub produktu przez inne enzymy znajdujace si¢ w
preparacie. Wiele biatek, takze enzymatycznych, wystepuje w komoérkach w niewielkich ilosciach i
oczyszczenie ich z wystarczajaca wydajnoscia jest niezwykle trudne. Wowczas stosuje si¢ techniki
nadekspresji zadanego biatka w komorkach bakterii lub grzybow. Takie nadprodukowane biatka
oczyszcza si¢ potem wspomnianymi wyzej metodami. Trzeba mie¢ jednak Swiadomo$¢, ze wlasciwosci
biatka wyprodukowanego w organizmach nizszych moga by¢ rdzne od biatek natywnych np. ze wzgledu
na wystgpowanie innego profilu modyfikacji posttranslacyjnych.

Ostatnim etapem oczyszczania moze by¢ krystalizacja, ktorej wielokrotne powtorzenie zwykle dostarcza
preparatow o duzej aktywno$ci. Enzymy typu albumin tatwo krystalizuja przez dosycenie roztworéw
siarczanem amonu w odpowiedniej temperaturze i pH, a enzymy typu globulin mozna wykrystalizowac
przez dializg¢ wobec wody. Niekiedy mozna spowodowaé krystalizacje przez dodanie $rodka
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odciagajacego wodg (etanol lub aceton).

Stezenie biatka w preparacie enzymatycznym uzyskanym z ekstraktu drozdzowego mozna oznaczaé
metodg Bradford. Metoda opiera si¢ na zdolnosci wigzania formy anionowej barwnika, bigkitu
brylantowego Coomassie G-250 (ang. Coomassie Brillant Blue — CBB) przez reszty argininy, lizyny oraz
w mniejszym stopniu histydyny i aminokwaséw aromatycznych (tryptofanu, tyrozyny, fenyloalaniny)
biatek. Wigzanie ma charakter oddziatywan elektrostatycznych. CBB G-250 w $§rodowisku kwasnym ma
brunatne zabarwienie, ktore po reakcji z bialkami zmienia si¢ na bigkitne. Wigze si¢ z tym zmiana
maksimum absorbancji z 465 na 595 nm. Nat¢zenie barwy jest proporcjonalne do zawartosci biatka w
roztworze. Majac wyznaczong krzywa kalibracyjng dla biatka wzorcowego (np. albuminy z surowicy
bydlgcej, ang. BSA), okresla si¢ zawarto$¢ biatka w badanej probie poprzez pomiar absorbancji przy
dtugosci fali 595 nm. Schematyczne ujecie zasady metody Bradford przedstawiono na rys. 1.
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zasadowe i aromatyczne biatko-barwnik
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Rys 1. Schematyczne przedstawienie metody Bradford.
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Cze$¢ doswiadczalna

Cel ¢éwiczenia: Oczyszczenie inwertazy wyizolowanej z drozdzy piekarskich z wykorzystaniem
wybranych metod (frakcjonowanie bialek acetonem, saczenie molekularne).

Odczynniki i materialy:

. Drozdze piekarskie (Swieze).

. 0,1 M NaHCO:s.

. 10 mM bufor fosforanowy o pH 6,8 (bufor A).

. 50 mM sacharoza w 40 mM buforze octanowym o pH 4,7.

. 1% kwas 3,5-dinitrosalicylowy (DNS) z 0,4 M NaOH i 1 M winianem sodowo-potasowym.

. Wzorzec glukozy-fruktozy.

. Odczynnik Bradford.

. Laznie wodne (nagrzana do 30°C oraz wrzaca taznia wodna).

. Spektrofotometr.

10. Eppendorfki.

11. Lod.

12. Aceton schtodzony (-20°C).

13. Wiréwka z rotorem na 125 ml butelki (12436a).

14. Zel Sephadex G-200, uformowany w kolumnie o $rednicy 2,6 cm i wysokosci 13,5 cm. Zel powinien
wypetia¢ kolumng do wysokosci okoto 2 g suchego ztoza, ktére nalezy zawiesi¢ w buforze A.

15. Surowy ekstrakt z drozdzy (dla 8 zespoldow): 100 g drozdzy nalezy doktadnie rozdrobni¢ z
wykorzystaniem homogenizatora w 250 ml 0,1 M NaHCOs. Mieszaning inkubowaé przez 20 h w
temperaturze 40°C w zamknigtej za pomocg parafilmu zlewce. Nastepnie autolizat wirowac przez 12 min
przy 20 000 x g, osad odrzuci¢; uzyskany supernatant stanowi surowy ekstrakt drozdzowy (SE).

OCoO~NO O WwWN —

Wykonanie:
Oczyszczanie enzymu:

Materiatem wyjsciowym do 2-etapowej procedury oczyszczania jest inwertazy jest surowy ekstrakt
drozdzowy (SE). Ekstrakt ten zostal przygotowany z wykorzystaniem zjawiska autolizy (samorzutnego
procesu rozpadu) komorek drozdzy pod wptywem 0,1 M NaHCOsz (40°C). Przed przystgpieniem do
ponizej opisanej procedury oczyszczania nalezy pobra¢ 500 pl SE do eppendorfki, zachowujac probe do
oznaczenia w wyjsciowym preparacie aktywnosci inwertazy 1 zawartosci biatka.

Frakcjonowanie biatek acetonem:

Pobra¢ 30 ml SE i przenies¢ go do umieszczonej w lodzie butelki wir6wkowej o pojemnosci 125 ml. Do
butelki doda¢ nastepnie 75 ml schtodzonego acetonu, wymiesza¢ i inkubowa¢ w lodzie 10 min.
Wytracone biatka odwirowa¢ (12 min, 11 200 X g). Supernatant ostroznie przela¢ do pojemnika na zlewki
organiczne, a osad dokladnie rozpusci¢ w 1,5 ml 10 mM buforu A. Z otrzymanego w ten sposob
preparatu enzymatycznego przenies¢ 500 pl do eppendorfki i zachowac¢, a pozostato§¢ podda¢ kolejnemu
etapowi oczyszczania.

Rozdzial na zlozu Sephadex G-200:

Wyskalowa¢ na 2 ml dwanascie matych szklanych probowek i na 12 ml jedng duza. Pod wylotem
kolumny umiesci¢ probowke wyskalowang na 12 ml. Nanie$¢ na zloze w jednej porcji preparat
enzymatyczny uzyskany w poprzednim etapie oczyszczania, natychmiast otworzy¢ kapilarg wylotowa
kolumny i wsaczy¢ probe do fazy stacjonarnej, starajgc sie nie zapowietrzy¢ jej ztoza. Natychmiast po
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wsaczeniu proby zamkna¢ wylot kolumny. Dopeti¢ ostroznie kolumng buforem A i natozy¢ gérny korek
z wezykiem zasilajacym faze ruchomg (bufor A). Otworzy¢ wylot kolumny (od tego momentu, az do
konca rozdziatu, nie wolno zatrzymac¢ przeptywu!) i najpierw zebra¢ 12 ml wycieku w duzej probowce
(frakcja do odrzucenia), a nastgpnie ustawi¢ kolejno mate probowki wyskalowane na 2 ml i zebraé
dwanascie 2-mililitrowych frakcji. Po zakonczonym rozdziale chromatograficznym zel Sephadex G-200
nalezy pozostawi¢ pod 2 cm warstwa buforu A.

Wstepna ocena aktywnos$ci enzymu w zebranych frakcjach:

Do 12 nowych probowek odmierzy¢ po 50 pl z kolejnych frakcji (roztwor nalezy pipetowac bezposrednio
na dno probowki) i nastgpnie rozpoczac reakcje enzymatyczng, dodajac do probowek po 2 ml 50 mM
roztworu sacharozy. Reakcje prowadzi¢ w temperaturze pokojowej przez 5-10 minut i przerwaé je
poprzez dodanie 2 ml DNS (reakcje nalezy przerywaé w tej samej kolejnosci, co je rozpoczynano!).
Wszystkie proby wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej i gotowaé przez 10 min. Po wyjeciu prob i schtodzeniu
doda¢ do kazdej z nich po 5 ml H,O destylowanej i wymieszaé. Oszacowa¢ wzrokowo natezenie barwy
roztworu (§wiadczacej o aktywnosci badanego enzymu) w poszczegélnych probowkach i wybra¢ 3
probowki, w ktorych natgzenie barwy jest najwicksze. Odpowiadajace im 3 frakcje wycieku z kolumny
polaczy¢ ze soba (zmiesza¢ w jednej probowce). Otrzymany w ten sposob preparat enzymatyczny po
rozdziale (RE) zachowa¢ do dalszych oznaczen.

Wiasciwe oznaczanie aktywnoS$ci enzymu:

Do oznaczen stosowac 5-10-krotnie rozcienczony SE i nierozcienczony preparat enzymatyczny uzyskany
po rozdziale w zelu Sephadex G-200 (RE). Przed przystapieniem do oznaczenia aktywno$ci inwertazy
nalezy na 5 min wstawi¢ 13 ml 50 mM roztworu sacharozy do tazni wodnej o temperaturze 30°C.

Do dwoch probowek odmierzy¢ po 50 pl rozcienczonego preparatu SE, a do dwoch kolejnych po 50 ul
preparatu RE i wstawi¢ do tazni wodnej o temperaturze 30°C. Réwnolegle przygotowac 2 puste probowki
(proby kontrolne: jedna dla SE, druga dla RE) i rowniez wstawi¢ do tazni. Do wszystkich szesciu
probowek doda¢ po 2 ml DNS. Nastepnie, do jednej proby kontrolnej doda¢ 50 pl rozcienczonego
preparatu SE, a do drugiej 50 ul preparatu RE. Wszystkie proby wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej i
gotowac przez 10 min. Po wyjeciu préob i schtodzeniu doda¢ do kazdej z nich po 5 ml H,O destylowanej i
wymiesza¢. Zmierzy¢ absorbancj¢ prob badanych przy 540 nm, zerujac spektrofotometr wobec
odpowiednich prob kontrolnych.

Oznaczanie zawartosci bialka:

Do dwdch eppendorfek odmierzy¢ po 200 pl rozcieniczonego preparatu SE, a do dwdch nastepnych po
200 pl preparatu RE. Do wszystkich czterech probowek dodaé nastepnie po 600 pl H.O destylowanej
oraz po 200 pl odczynnika Bradford i wymiesza¢. Rownolegle nalezy przygotowac probe kontrolna,
mieszajac 800 pl H,O destylowanej i 200 pl odczynnika Bradford. Po 10 min zmierzy¢ absorbancje przy
595 nm, zerujac spektrofotometr na probe kontrolna.

Stezenie biatka odczytaé z krzywej wzorcowej BSA (albuminy surowiczej bydlecej).

Opracowanie wynikow:

Do obliczenia aktywnosci enzymu i zawartosci biatka wykorzysta¢ odpowiednie krzywe wzorcowe, z
ktorych nalezy odczytaé, po usrednieniu wartosci absorbancji, liczbe ug heksoz (cukréw redukujgcych) i
liczbe ug biatka. Ilo§¢ uwolnionych cukréw redukujgcych przeliczy¢ na umole heksoz uwzgledniajac ich
mas¢ molowa 180 g/mol. Nastegpnie obliczy¢ catkowita aktywno$¢ enzymu i catkowitg zawarto$¢ biatka
w surowym ekstrakcie (SE) i preparacie po rozdziale chromatograficznym (RE), uwzgledniajac objetosé
preparatow 1 stopnie rozcienczenia prob wzigtych do oznaczen. Aktywnos¢ enzymu nalezy wyrazi¢ w
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jednostkach (U)*, czyli pmol x min? (czas reakcji: 10 min). Nalezy rowniez obliczy¢ aktywno$é
wlasciwa** (Aw) preparatu enzymatycznego RE (U x mg? bialka) obu preparatow oraz stopien
oczyszczenia inwertazy w wyniku zastosowanej procedury. W tym celu nalezy aktywno$¢ wlasciwa

preparatu RE podzieli¢ przez aktywnos$¢ wlasciwg preparatu SE. Wyniki zestawic ponize;j.

ug biatka w umole x min™ x ml? mole X mint
proba ug heksoz | umole heksoz | nierozcienczonym nierozcienczonego i ma biatka
preparacie enzymu g
SE
RE

Stopien oczyszczenia inwertazy (Awre / Awse):

* Jednostka (U) kazdego enzymu jest ta jego ilos¢, ktora katalizuje przemiang 1 pmola substratu w ciggu 1 minuty

w optymalnych warunkach temperatury, pH i stezenia substratu.
** Aktywnos$¢ whasciwa — liczba jednostek enzymu na 1 mg biatka.
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