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BIOLOGIA KOMORKI
LABORATORIUM NR 3

POROWNANIE SKUTECZNOSCI METOD DEZINTEGRACJI
KOMOREK SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Wstepna czynnos$cig do uzyskania roznego rodzaju biatek (a takze podstruktur komorkowych)
jest dezintegracja komorek, tkanek czy narzadow. Przeprowadza si¢ jg w okreslonych warunkach
i sSrodowiskach, aby rozrywajac bton¢ i/lub S$ciang komodrkowa nie uszkodzi¢ bton organelli
wewnatrzkomorkowych, ani nie zdegradowa¢ ich skladnikoéw chemicznych. Roézne sposoby
dezintegracji komorek i tkanek podane sg w Tabeli 1.

Tab. 1. Metody dezintegracji komorek.

Metody uwalniania komoérek

Material biologiczny

LAGODNA

Liza osmotyczna

Erytrocyty, bakterie

Liza detergentami

Komorki z hodowli tkankowych

Liza rozpuszczalnikami organicznymi

Bakterie, drozdze

Trawienie enzymatyczne

Bakterie, drozdze

Re¢czna homogenizacja

Tkanka watroby

Krojenie

Wigkszo$¢ tkanek roslinnych i
zwierzecych

Zamrazanie/rozmrazanie

Wigkszo$¢ rodzajow komorek

UMIARKOWANA

Homogenizacja
(Dounce’a, Potter-Elvenhjem’a)

Tkanka mig$niowa, wigkszo$¢
tkanek rosélinnych i zwierzecych

Rozcieranie

Bakterie, tkanki roslinne

ENERGICZNA

Sonifikacja

Zawiesina komorek

Prasa Frencha

Bakterie, drozdze, komorki
ro$linne

Wytrzasanie z kulkami szklanymi

Zawiesiny komorek

Typowa procedura izolacji bialek z komorki sktada si¢ z nastepujacych etapow:

A. przemycie masy komoérkowej w celu usunig¢cia pozostatosci pozywki lub innych komorek
w przypadku tkanek np. krwi;

B. liza komorek (w celu uwolnienia frakcji cytozolowej komorek); ekstrakt komorkowy
otrzymany po lizie komérek nazywamy homogenatem;
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C. oddzielenie frakcji komoérkowych od siebie poprzez zastosowanie metod sedymentacyjnych
w wiréwkach; po oddzieleniu np. sktadnikdéw nierozpuszczalnych przez wirowanie (zwykle od
10 min. przy 15 000 g do 1 godziny przy 100 000 g) otrzymuje si¢ nadsacz (supernatant) i osad
(pelet) zawierajacy frakcje bton komorkowych. Nadsacz moze by¢ dalej oczyszczany i zawarte
w nim biatka rozdzielane np. na kolumnach chromatograficznych w zalezno$ci od
specyficznych wlasnosci biatka (cigzar czasteczkowy, punkt izoelektryczny, wigzanie si¢
z innymi substancjami itp.).

WYBRANE METODY DEZINTEGRACJI KOMOREK I TKANEK

A. HOMOGENIZACJA
Homogenizacja dezorganizuje wngtrze komorki, uwalniajagc enzymy hydrolityczne, ktore moga
uszkadza¢ organelle komodrkowe, a sity tarcia powoduja wzrost temperatury substancji
homogenizowanej. Z tych wzgledéw homogenizacje prowadzi sie zwykle w temperaturze 0°C oraz
W roztworze izotonicznym (najczgsciej 0,25M roztwor sacharozy) o stezeniu jondéw wodorowych
bliskim pH cechujacego wnetrze komorki (ok. 7). Postep procesu mozna monitorowac przez obserwacje
mikroskopowe lub przez pomiar uwolnionego biatka komorkowego w nadsgczu.

B. LIZA DETERGENTAMI
Dziatanie detergentami prowadzi do solubilizacji blony. Czasteczki detergentu sa amfipatyczne, a wigc
tatwo wnikaja do dwuwarstwy fosfolipidowej i zrywaja oddziatywania hydrofobowe, co prowadzi do
uszkodzenia btony komorki i uwolnienia do roztworu integralnych bialek btonowych. Do tagodnych
detergentow zalicza si¢ Tryton X-100 oraz glukozyd oktylu, natomiast silnym detergentem jest SDS
(siarczan dodecylu sodu), ktory denaturuje biatka, niszczac struktury II-, I1-, IV-rzgdowe.

C. LIZAENZYMATYCZNA

Metoda polega na wykorzystaniu enzymow hydrolitycznych, rozktadajacych konkretne sktadniki $cian
komorkowych badanych komorek. Przyktadowo enzym — zymoliaza (glukanaza) trawi glukan bedacy
sktadnikiem $ciany komorkowej drozdzy, natomiast lizozym hydrolizuje wigzanie B-1,4-glikozydowe
pomigdzy polisacharydami $ciany komorkowej bakterii gram dodatnich (np. Micrococcus
lysodeikticus). Degradacja sktadnikow $ciany komoérkowej prowadzi do otrzymania komorek
pozbawionych $ciany komoérkowej, tzw. protoplastow, ktore tatwo poddac lizie np. za pomoca lizy
osmotycznej.

D. LIZA OSMOTYCZNA
Komorki sg wrazliwe na szok osmotyczny, gdy przetrzymywane sa w roztworach hypotonicznych
(o cisnieniu osmotycznym mniejszym niz w cytoplazmie). Wtedy to woda z otaczajacego roztworu
(woda, bufor bez sacharozy) dyfunduje do bardziej stgzonego roztworu, jakim jest cytozol, powodujac
pecznienie i rozerwanie komorki.

E. ROZCIERANIE
Rozcieranie komorek z substancjami Sciernymi jest najczesciej wykorzystywane do rozbijania komorek
organizmow jednokomorkowych. Jest to metoda mato kosztowna, wymagajaca do uzycia prostego
sprzetu i tanich odczynnikow (tj. mozdzierza, piasku lub obojetnego tlenku glinu). Dodatkowo metoda
pozwala na dezintegracj¢ nawet 30 g na cykl.

F. SONIFIKACJA
Opiera sie na zdolnoéci fal ultradzwickowych o duzej mocy i matej czestotliwosci (20-100 kHz) do
wywolywania efektu kawitacji, ktory wptywa na fizykochemiczne oraz biochemiczne witasciwosci
materialu, a w szczegdlnosci na dezintegracj¢ struktur komorkowych oraz uwalniania zawartosci
komorki do $rodowiska. Zjawisko kawitacji jest wynikiem implozji pecherzykow gazu spowodowane;j
gwalttownymi zmianami ci$nienia (do 50 MPa) oraz temperatury (nawet do 5500 °C). Sity mechaniczne,
tworzace si¢ wowczas w miejscu zderzenia pecherzykow kawitacyjnych, oraz fala generowana po ich
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implozji sg gtdéwnymi czynnikami odpowiedzialnymi za uszkodzenie komorek. Jednym z ograniczen
metody jest ilo§¢ materiatu biologicznego, ktora nie moze przekroczy¢ ok 1 g na cykl.

G. ZAMRAZANIE/ROZMRAZANIE
Wazrost objgto$ci zamarzajacej w cytoplazmie wody oraz powstajace krysztaty lodu powoduja
uszkadzanie $ciany i btony komodrkowej oraz organelli komoérkowych. Metode stosuje si¢ podczas
izolacji odpornych na denaturacj¢ bialek, poniewaz zamarzanie powoduj¢ cze$ciowa utrate wody
hydratacyjnej bialek co prowadzi do zmian ich wtasno$ci (denaturacja). Ograniczeniem jest rowniez
konieczno§¢ ochrony bialek przed dziataniem uwolnionych, gtéwnie z lizosomow, enzymow
proteolitycznych.

H. WYTRZASANIE Z KULKAMI SZKLANYMI
Jest ulepszeniem metody rozcierania. Mate kulki szklane powoduja uszkodzenia $ciany komorkowe;j
podczas wytrzasania. NajczeSciej stosowana jest do organizméw jednokomorkowych. Prowadzi sie ja
w matych naczyniach laboratoryjnych, takich jak probowki (dla ok. 1 g masy komorek) Iub przy uzyciu
specjalnej aparatury (do wigkszych objetosci).

PODSTAWY SPEKTROFOTOMETRII

Spektrofotometria ~ wykorzystuje  zjawisko  pochlaniania  energii  promieniowania
elektromagnetycznego przez rozne substancje i jest szeroko stosowana w badaniach struktury
czasteczek, a takze w jakosciowej i ilo§ciowej analizie chemicznej.

Promieniowanie elektromagnetyczne definiowane jest jako postac¢ energii wystepujaca w formie
fal, czyli rozchodzacych si¢ z predkoscia 3-105 km/s okresowych zmian pola elektrycznego
I magnetycznego. Energia promieniowania elektromagnetycznego z zakresu nadfioletu (UV) oraz
$wiatla widzialnego (Vis) powoduje zmiany elektronowe w czasteczkach, tzw. przejscia elektronowe,
powodujace zaabsorbowanie okreslonej ilosci energii. Zdolno$¢ pochlaniania promieniowania
elektromagnetycznego o okreslonej czgstotliwosci przez dang substancje zalezy od jej struktury,
a zwlaszcza od wystgpowania i rozmieszczenia wigzan nienasyconych (gtdéwnie podwojnych).

W zwiazku z absorpcyjnymi wiasciwosciami niektorych zwiazkow sformutowano szereg
zaleznosci pomigdzy ilo$cig zaabsorbowanej energii a pewnymi cechami fizycznymi substancji. Sg to
m.in: prawo Lamberta, prawo Lamberta-Beera oraz prawo addytywno$ci:

A. Prawo Lamberta
Absorbancja jest proporcjonalna do grubosci warstwy absorbujgcej, jesli wigzka
promieniowania monochromatycznego przechodzi przez jednorodny osrodek absorbujgcy.

Wiagzka promieniowania monochromatycznego po przejsciu przez jednorodny osrodek
absorbujacy o grubosci b ulega ostabieniu, co ilustruje wzor (1):

I=1Iy-ekb (1)

gdzie:

| — natezenie $wiatta po przejsciu przez osrodek [W/m?],
lo— natezenie $wiatta padajgcego [W/m?],

b — grubo$¢ warstwy absorbujacej [cm],

k — wspotczynnik absorpcji [1/cm],

e — podstawa logarytméw naturalnych.
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Stad:
)

Po przeksztatceniu na logarytm dziesig¢tny otrzymujemy wzor na absorbancje, czyli zdolno$¢
pochlaniania promieniowania:

lOgITO=O,4343-k-b:a-b:A 3)

Inng wielko$cia okreslajaca absorpcje promieniowania jest transmitancja T (4) i (5):
o @)
A= log% ®)

B. Prawo Lamberta-Beera:
Jezeli wspotczynnik absorpcji rozpuszczalnika jest rowny zeru, to absorbancja wigzki
promieniowania monochromatycznego przechodzqcej przez jednorodny roztwor jest wprost
proporcjonalna do stgzenia roztworu c i do grubosci warstwy absorbujgcej b, K - wspétczynnik
absorpcji przy okreslonej diugosci fali (6):

I
A=log—=k-c-b ©)
Gdy stezenie roztworu wyrazone jest w mol/dm®, a grubo$¢ warstwy absorbujacej w cm,
wowczas wspotczynnik K nosi nazwg molowego wspotczynnika absorpcji (g), a wzor przyjmuje
postac (7):

A=¢g-c'b @)

C. Prawo addytywnosci absorbancji:
Absorbancja roztworu wieloskiadnikowego rowna sie sumie absorbancji poszczegolnych
sktadnikow.

SPEKTROFOTOMETRYCZNA METODA OZNACZANIA BIALKA

Wickszo$¢ zwigzkow aromatycznych ma zdolno$¢ pochlaniania $wiatta nadfioletowego
0 dtugosci fali 280 nm. W sktadzie aminokwasowym biatek wystepuja trzy aminokwasy aromatyczne:
tyrozyna (Tyr) i tryptofan (Trp), ktére pochtaniajg Swiatto gtdwnie przy dlugosci fali 280 nm, oraz
fenyloalanina (Phe), ktora najsilniej absorbuje $wiatto przy 260 nm.

Metoda polega a na spektrofotometrycznym pomiarze absorpcji promieni UV o dtugosci 280
nm oraz 260 nm przechodzacych przez badany roztwor biatka. Do obliczenia przyblizonego stezenia
biatka (mg/ml) w analizowanej probie mozna uzy¢ réwnania (8):

Chiatka = 1,55 " Azgo — 0,76 * Aze0 ©)
Wada tej metody jest duza zmienno$¢ absorbancji dla réznych rodzajow biatek, wynikajaca
Z niejednakowej procentowej zawartosci aminokwasow. Inng wadg metody spektrofotometrycznej jest

mozliwo$¢ zawyzenia odczytu przez kwasy nukleinowe obecne w probie, w szczegdlnosci
W homogenatach po dezintegracji komorek. Stosujac t¢ metode mozna oznaczy¢ zawartos$¢ biatka od
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10 pg. Zaleta metody jest jej prostota i szybkos¢ pomiaru, co ma szczegdlne znaczenie w preparatyce
enzymatycznej, czesto wykonuje si¢ pomiar tylko przy jednej dlugosci fali.

WIROWKI LABORATORYJNE

Do jednostek charakteryzujgcych czestotliwos¢ obrotu rotora wirdwki, stosowanych gtownie do
wyrazania predkos$ci obrotowej naleza:
a. RPM (ang. Revolution Per Minute) — liczba obrotéw na minute;
b. RCF (ang. Relative Centrifugal Force) — wzgledna sita odsrodkowa — wielokrotno$¢ g (np.
600 x g).

Jednostki te mozna wzajemnie przelicza¢ wedhug wzoru (9):
RCF = (1,118 * 1073) - r - (RPM)? 9)

gdzie:
I — promien (cm), mierzony od centrum wirdéwki do konca wktadu rotora
(1,118-10°) — stata obliczona z predkosci katowe;

Wyrézniamy trzy gldwne rodzaje rotoréw (wirnikdw) stosowanych w wiréwkach laboratoryjnych
(Ryc. 1):
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Ryc. 1. Rodzaje najczesciej stosowanych rotorow w wiréwkach laboratoryjnych.

a. rotor uchylny (ang. swinging-bucket) — posiada komory, poczatkowo znajdujace si¢ w pozycji
pionowej (w trakcie fadowania proboéwek wirowkowych oraz na poczatku wirowania), ktore
podczas przyspieszania rotora zmieniajg potozenie na prostopadie do osi wirowki (wraz
zroztworem znajdujacym si¢ w probowkach) oraz rownolegle do pola dziatania sity
odsrodkowej; powolne przyspieszanie i zwalnianie predkosci obrotu rotora ogranicza
negatywne efekty zwigzane z konwekcja i mieszaniem si¢ uzyskanych gradientow;
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rotor katowy (ang. fixed angle) — probowki wirdéwkowe sg umieszczane w komorach o statym
kacie nachylenia w stosunku do osi obrotu wiréwki; kat nachylenia pozostaje niezmienny
W trakcie tadowania, wirowania oraz wyladowywania probowek; dla okreslonej objetosci
droga, jaka pokonuja czastki homogenatu jest krotsza w porownaniu do rotora uchylnego; rotory
katowe sg bardziej wydajne w metodach wymagajacych uzyskanie jednolitego peletu (osadu);
kat nachylenia tego typu rotor6w miesci si¢ w granicy 14°-40°;

rotor wertykalny (ang. vertical) — probowki wiréwkowe sg umieszczone w plaszczyznie
pionowej w trakcie wirowania; czasteczki ulegaja sedymentacji pod wptywem sily odsrodkowej
w poprzek proboéwki wirowkowej; dla okreSlonej objetosci czasteczki przemieszczaja
najkroétszg droge sposrod wymienionych typow rotoréw; do sedymentacji dochodzi szybciej,
ale uzyskany pelet znajduje si¢ na catej dtugosci $cianki wewnetrznej probowki; stanowi to
wade ze wzgledu na mozliwo$¢ opadania peletu do roztworu i mieszania si¢ z nim pod koniec
wirowania.
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POROWNANIE METOD DEZINTEGRACJI KOMOREK

Celem ¢wiczenia jest porownanie skuteczno$ci metod dezintegracji komorek Saccharomyces

cerevisiae na podstawie pomiaru st¢zenia biatka uwolnionego w wyniku permeabilizacji ich btony
komoérkowe;.
A. OZNACZANIE STEZENIA BIALKA PRZED DEZINTEGRACJA — préba kontrolna

WYKO

agrwbdE

B.
WYKO
1.

N

o kAW

~

C.
WYKO
1.
2.
3.

4.
5

D.
WYKO

agrwdE

E.
WYKO
1.

2.
3.
4

NANIE:

Do falkonu o objetosci 15 ml przenies¢ 1 g mokrej masy Saccharomyces cerevisiae.

Doda¢ 8 ml PBS.

Doktadnie wymiesza¢ do uzyskania jednolitej zawiesiny komorek.

Odwirowac¢ przy 3000 rpm przez 10 minut.

Przenies¢ 2 ml supernatantu do probéwki typu Eppendorf na 2 ml. Zachowaé do oznaczenia
stezenia biatka (proba Slepa — PBS).

DEZINTEGRACJA METODA ROZCIERANIA

NANIE:

Przy uzyciu naczynka wagowego odwazy¢ 1 g mokrej masy Saccharomyces cerevisiae,
przenies¢ do mozdzierza.

Doda¢ 1 ml PBS i stopniowo 0,5 g tlenku glinu lub piasku rozcierajac mas¢ komoérek za pomoca
thuczka.

Rozciera¢ komorki przez okoto 15 minut (do uzyskania jednolitej masy).

Doda¢ 3 ml PBS i doktadnie wymieszac.

Zawiesine przenies¢ do falkonu o objetosci 15 ml.

Mozdzierz przeptuka¢ doktadnie 4 ml PBS i przenies¢ do probowki (koncowa objgtosé
zawiesiny powinna wynosi¢ 8 ml).

Odwirowac¢ przy 3000 rpm przez 10 min.

Przenies$¢ 2 ml supernatantu do probowki typu Eppendorf na 2 ml. Zachowaé do oznaczenia
stezenia biatka (proba Slepa — PBS).

DEZINTEGRACJA METODA SONIFIKACJI

NANIE:

Do kolbki o objetosci 25 ml przenie$¢ 1 g mokrej masy Saccharomyces cerevisiae.

Doda¢ 1 ml PBS i przeprowadzi¢ sonifikacj¢ przy uzyciu tazni ultradzwigkowej przez 10 minut.
Przenies¢ catos¢ z kolbki do falkonu o objetosci 15 ml przy uzyciu 7 ml PBS (koncowa objetosé
zawiesiny powinna wynosic¢ 8 ml).

Odwirowac przy 3000 rpm przez 10 minut.

Przenie$¢ 2 ml supernatantu do probowki typu Eppendorf na 2 ml. Zachowaé do oznaczenia
stezenia biatka (proba Slepa — PBS).

DEZINTEGRACJA METODA HOMOGENIZACJI

NANIE:

Do homogenizatora przenie$¢ 1 g mokrej masy Saccharomyces cerevisiae.

Homogenizowac przez 15 min.

Homogenat przenies¢ do falkonu o objgtosci 15 ml przy uzyciu 8 ml PBS.

Odwirowac¢ przy 3000 rpm przez 10 minut.

Przenies¢ 2 ml supernatantu do proboéwki typu Eppendorf na 2 ml. Zachowaé do oznaczenia
stezenia biatka (proba Slepa — PBS).

DEZINTEGRACJA METODA Z UZYCIEM DETERGENTOW

NANIE:

Do falkonu o objetosci 15 ml przenies¢ 1 g mokrej masy Saccharomyces cerevisiae.

Doda¢ 8 ml 0,5% SDS w PBS.

Zawiesing komorek pozostawi¢ na 30 min, wytrzasajac co 5 min na wytrzasarce typu Vortex.
Odwirowac¢ przy 3000 rpm przez 10 minut.
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5. Przenie$¢ 2 ml supernatantu do probowki typu Eppendorf na 2 ml. Zachowaé¢ do oznaczenia
stezenia biatka (proba $lepa — 0,5% SDS w PBS).

SPEKTROFOTOMETRYCZNY POMIAR STEZENIA BIALKA

WYKONANIE:
1. Wykona¢ 5-krotne rozcienczenie uzyskanych nadsaczy. Zmierzy¢ absorbancje uzyskanych
5 roztwordéw przy dhugosci fali A=260 nm oraz A=280 nm w trzech powtdrzeniach wzgledem
odpowiedniej proby Slepe;.
2. Na podstawie odczytanych wartosci absorbancji obliczy¢ $rednig warto$¢ absorbancji oraz
odchylenie standardowe dla kazdego zestawu pomiarow.
Obliczy¢ stgzenie biatka w kazdej probie oraz dokona¢ analizy uzyskanych wynikow.
4. Odpowiedzie¢ na pytania:
a) Ktora z poznanych metod dezintegracji jest najskuteczniejsza wobec S. cerevisiae?
b) Jakie sg przyczyny powstatych rozbieznosci w trakcie wykonywania ¢wiczenia?
¢) Od czego zalezy dobdr odpowiedniej metody dezintegracji komorek?

@

SPRAWOZDANIE

W sprawozdaniu powinny znalez¢ sie:

Strona tytulowa - tytut ¢wiczenia, data, nr grupy, osoby wykonujace ¢wiczenie;

Wstep teoretyczny (maksymalnie 1 strona);

Wykonanie ¢wiczenia;

Wyniki pomiaroéw, obliczen zebrane w tabele, przejrzyste;

Okresli¢, ktora proba byta kontrolng, a ktoére badanymi;

Whioski — omowi¢ uzyskane wyniki ORAZ odpowiedzie¢ na podane wczesniej pytania.

ogakrwhE

Sprawozdanie nalezy przysta¢ w formacie *pdf. Temat maila oraz nazwa pliku powinny
brzmie¢: L1 zespol 2 sprawozdanie Biologia komorki (dezintegracja) (wpisa¢ odpowiednie numery

grup).

ODCZYNNIKI:

- Saccharomyces cerevisiae

- tlenek glinu lub piasek

- PBS (ang. Phosphate Buffered Saline)
- 0,5% roztwér SDS w PBS

LITERATURA

Bollag, D.H. and S.J. Edelstein. 1992. Protein Methods. Wiley&L.iss, New York.

Fleicher, S., J.O. Mcintyre, and J.C. Vital. 1979. Large scale preparation of rat liver mitochondria in
high yield. Methods in Enzymology. 55: 32-39.

Hames B.D., Hooper N.M. 2006. Krotkie wyktady. BIOCHEMIA. Wydawnictwo Naukowe PWN,
Wydanie Drugie, Warszawa, str. 59-61.

Kapturowska A., Stolarzewicz 1., Chmielewska I., Biatecka-Florjanczyk E. 2011. Ultradzwigki —
narzedzie do inaktywacji komérek drozdzy oraz izolacji biatek wewngtrzkomoérkowych. Zywnos¢.
Nauka. Technologia. Jako$¢, 4(77), str. 160-171.

Klyszejko-Stefanowicz L. (red.). 2005. Cwiczenia z biochemii. Wydawnictwo Naukowe PWN.
Warszawa 2005.

Oyane 1., Takeda T., Oda Y., Sakata T., Furuta M., Okitsu K., Maeda Y., Nishimura R. 2009.
Comparison between the effects of ultrasound and y-rays on the inactivation of Saccharomyces
cerevisiae: Analyses of cell membrane permeability and DNA Or RNA synthesis by flow cytometry.
Ultra. Sonochem., 16, pp. 532-536.

Autor: dr Ewa Ciszkowicz. Kopiowanie i modyfikowanie jedynie za zgoda autora. Obiekt chroniony prawem autorskim.



Rosinski M., Piasecka-Kwiatkowska D., Warchalewski J.R. 2005. Przeglad metod separacji i
oczyszczania biatek przydatnych w badaniach i analizie zywno$ci. Zywno$¢. Nauka. Technologia.
Jakos¢, 3(44), str. 5-22.

Autor: dr Ewa Ciszkowicz. Kopiowanie i modyfikowanie jedynie za zgoda autora. Obiekt chroniony prawem autorskim.



