DEZINTEGRACJA ULTRADZWIEKOWA

Cwiczenie nr 4 Dezintegracja ultradzwiekowa

Cel ¢éwiczenia:
Celem ¢wiczenia jest zbadanie wptywu ultradzwigkow na komorki bakterii Bacillus substilis

Wstep

Metody dezintegracji drobnoustrojow.

Dezintegracja- rozktad lub dekompozycja jednolitej nieroztacznej struktury;
Dezintegracja komorek-proces powodujacy utrate lub ostabienie integralnosci komorek;

Utrata albo ostabienie spojnosci $ciany komorkowej lub blony komérkowej, oddzielajgcej komorki od
srodowiska zewnetrznego, powoduje uwolnienie ich zawartosci. Dezintegracja komorek stuzy
pozyskaniu z komorek pozadanego materiatu (Rysunek 1.). Pozadanym materialem moga by¢
organella komorkowe enzymy czy tez inne zwiazki chemiczne.

Wybdr metody (techniki oraz procedury) dezintegracji komoérek zalezy od dalszego wykorzystania
wyizolowanego z komodrki materiatu. Niekiedy krytyczna wlasciwoscia decydujaca o przydatnosci
wyizolowanego z komorki materiatlu jest zachowanie przez niego aktywnos$ci enzymatycznej(natywnej
struktury). Wydajnos¢ i efektywnos¢ procesu dezintegracji zalezy za$ od wykorzystanego urzadzenia,
doboru parametrow jego dziatania, akcesoridw a takze kontroli srodowiska reakcji.

Pierwszym etapem wigkszosci Przy pomocy odpowiednich procedure mechanicznych, Powstajaca zawiesina zawiera
procedur jest dobor metedy nazywanych homogenizacja, bitony komoérkowe moga by¢é m.i.: organella komérkowe, biatka
sluzacej dezintegracji tkanek lub zniszczone, a zawarto§¢ komorki uwolniona. Cztery blonowe, sktadniki cytozolu,
komoérek w warunkach znajczesciej stosowanych metod zostaly zaprezentowane enzymy, rybosomy, metabolity
kontrolowanych ponizej:
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Rysunek 1. Schemat przedstawiajgcy najpopularniejsze metody dezintegracji. Na postawie

grafiki Garland Publishing, 1996.
1. Wplyw ultradzwi¢kow na organizmy zywe

Wplyw ultradzwigkow na organizmy zywe jest rozny w zaleznosSci od ich nat¢zenia - wigzka o matym

nat¢zeniu pobudza rozmnazanie komorek i1 wzrost, przy duzym nate¢zeniu fali ultradzwigkowej



organizmu obumieraja (majg na to wplyw zaréwno kawitacja ja i depolimeryzacja tancuchow
biatkowych). Odpowiednio okreslone natezenie wiazki pozwala zniszczy¢ drobnoustroje
chorobotworcze np. pateczki duru brzusznego, streptokoki, enterokoki. Wiazka ultradzwickowa o
odpowiedniej dlugosci fali i czgstotliwosci potrafi réwniez likwidowaé nasiona grzybkow plesni i

drozdzy.
2) Izolacja bialek z komorki

Aby wyizolowa¢ biatka otrzymane np. w systemach nadekspresji w komorkach drobnoustrojow
potrzebne s3a odpowiednie metody, ktore pozwola na uzyskanie tego biatka i jednoczesne
zachowaniu jego wlasnosci np. aktywnosci enzymatycznej, struktury itp. Sciana komérkowa, ktora
posiadajg plesnie, drozdze, jak i komorki ros§linne jest odporna na liz¢ komoérkows, co utrudnia izolacje
biatek i innych sktadnikow komoérkowych. Izolacja biatek z komorki sktada si¢ z nastepujacych
etapow:

v’ przemycia masy komorkowej (np. z pozostato§ci pozywki)

v liza komérek (w celu uwolnienia frakcji cytozolowej

v oddzielenie frakcji komorkowych od siebie.

Do rozdzialu tych frakcji uzywa si¢ najczgsciej metod sedymentacyjnych. Ekstrakt komorkowy
otrzymany po lizie nazywamy homogenatem. Po oddzieleniu sktadnikéw nierozpuszczalnych
otrzymuje si¢ nadsacz (surowy ekstrakt) i osad zawierajacy frakcje bton. Nadsacz moze by¢ dalej
oczyszczany a zawarte w nim biatka rozdzielane np. na kolumnach chromatograficznych czy
kolumnach powinowactwa. Wyr6zniamy nast¢pujace sposoby dezintegracji réznych rodzajow

komorek 1 tkanek:

1) Sonifikacja

Jest to metoda uzywana do dezintegracji komorek bakteryjnych np. Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Klebsiella pneumoniae i inne. W metodzie tej wykorzystuje si¢ fale kawitacji (wibracje) wywotywane
w roztworze przez ultradzwieki, ktére mechanicznie uszkadzajg Sciange komérkowa. Poziom wibracji
musi by¢ taki aby nie powodowac¢ tworzenia si¢ piany poniewaz wywoluje to natlenienie roztworu co z
kolei moze prowadzi¢ do denaturacji bialek. Sonifikator sktada si¢ z sondy i uktadu elektronicznego
kontrolujacego poziom ultradzwickéw. Metoda ta wymaga spelnienia okre$lonych warunkoéw, po
pierwsze ilo$¢ komorek, ktora podlega sonifikacji nie moze przekroczy¢ ok 1g na cykl. Drugi z nich to
temperatura: w czasie sonifikacji konieczne jest chtodzenie zawiesiny komorek np. przez zanurzenie

naczynia w mieszaninie woda-14d.

2) Prasa French'a (French Pressure Celi)

Metoda ta polega na poddaniu zawiesiny komorek wysokiemu ci$nieniu, po czym gwattownym
uwolnieniu do ci$nienia atmosferycznego w specjalnym typie prasy. Zmiana ci$nienia doprowadza do
rozpadu komorek. Metoda ta pozwala na dezintegracje z wysoka wydajnoscig zawiesin komorek o
objetosci do 30 ml, ale staje si¢ technicznie trudna dla mniejszych objetosci i zbyt czasochtonna dla

objetosci wigkszych.



3) Rozcieranie
Ucieranie hodowli bakteryjnych z substancjami $ciernymi uzywane jest do rozbijania komorek
organizméw jednokomorkowych. Uzywane materialy i sprzet to: mozdzierz, piasek lub obojetny

tlenek glinu. Metoda pozwala na dezintegracje masy komdrek do ok. 30 g na cykl.

4) Wytrzasanie z kulkami szklanymi

Jest to ulepszona metoda ucierania. Mechaniczne uszkadzanie $ciany komorkowej powodujg mate
kulki szklane, ktére wytrzasane sa w zawiesinie komorek. Metoda ta uzywana jest gldéwnie w
przypadku drozdzy. Prowadzi si¢ ja w naczyniach laboratoryjnych, w matej skali (ok. 1 g masy
komorek) np. probowkach, przy duzych objetosciach zawiesiny komdrek wymaga uzycia specjalne;j

aparatury.

5) Trawienie enzymatyczne.
Polega na degradacji sktadnikow $ciany komodrkowej i otrzymaniu komorek pozbawionych $ciany
komodrkowej, ktore tatwo poddac lizie np. przez szok osmotyczny. W przypadku bakterii uzywa sie

lizozymu trawigcego bakteryjne peptydoglikany.

6) Liza detergentami.

Metoda ta czesto jest uzywana do dezintegracji komorek utrzymywanych w hodowli tkankowej. Jest
bardzo zachowawcza, jesli chodzi o wlasno$ci izolowanych biatek jesli tylko stezenie detergentu
uzytego do lizy komorek jest niewysokie. Najczesciej uzywane detergenty to: Triton X-100, NP-40,
dodecylan sodowy, siarczan sarkozylu, deoksycholan sodowy i inne.

7) Liza rozpuszczalnikami organicznymi
Metoda ta uzywana jest do rozbijania komoérek bakterii, cho¢ ograniczona gtownie do lizy komérek na

saczkach, ktére maja by¢ nastepnie inkubowane z przeciwcialami lub sondami DNA.
8) Zamrazanie/rozmrazanie

Wzrost objetosci zamarzajacej w cytoplazmie wody oraz powstajace krysztaly lodu powoduja
uszkadzanie $Sciany i blony komorkowej oraz organelli komorkowych. Metode stosuje si¢ podczas
izolacji odpornych na denaturacj¢ biatek poniewaz zamarzanie powoduje czeSciowa utrate wody
hydratacyjnej biatek co prowadzi do zmian ich wlasnosci. Ograniczeniem jest konieczno$¢ ochrony

biatek przed dziataniem uwolnionych, gtownie z lizosoméw, enzymow proteolitycznych
9) Szok osmotyczny

Komorki sg wrazliwe na szok osmotyczny gdy przetrzymywane sg w roztworach hipotonicznych ( o
ci$nieniu osmotycznym mniejszym niz w cytoplazmie). Metoda ta ma zastosowanie do lizy czerwonych

komorek krwi i komorek pozbawionych $ciany komorkowej np. protoplastow bakterii.



DEZINTEGRACJA ULTRADZWIEKOWA

Wykonanie ¢wiczenia:

Materialy:

zawiesina bakterii

roztwor C

odczynnik Folina-Ciocalteu'a rozcienczony 1:1

Sprzet:

dezintegrator ultradzwickowy
spektrofotometr

wiréwka

waga

pipety, probowki
probowki wirowkowe

zlewki

statyw do probowek

Dezintegracja materialu biologicznego

1.
2.
3.

8.
9.
10.
11.
12.
13.

Ustawi¢ 6 probowek wirdwkowych na statywie

Dodaé¢ po 5ml zawiesiny bakteryjnej do kazdej

Jedng probowke zostawi¢ na statywie ( bez ultradzwiekdéw), bedzie to probka
kontrolna- ilo$¢ biatka w zerowym czasie dezintegracji

Pozostale 5 probowek poddawac dziataniu ultradzwickow przez czas 5, 10, 20, 30,
60min.

Po dezintegracji, probki nalezy zwirowac przy 3000RPM przez czas 5 min (probowki
przed wirowaniem nalezy zrownowazyc¢)

Po zwirowaniu przenie$¢ supernatant do zlewek, oznaczonych odpowiednio 1-6
plastikowg pipetg pasterowska

Do oznaczenia biatka nalezy pobra¢ po 2ml kazdego supernatantu ze zlewki do
probowek szklanych ( 6 probowek szklanych z supernatantem + jedna w woda
destylowang do kontroli odczynnikowej)

Doda¢ 5ml roztworu C

Probki inkubowac przez czas 10 min w temperaturze pokojowe;j

Nastegpnie doda¢ 0,5ml odczynnika Folina-Ciocalteu'a 1 zworteksowaé

Pozostawi¢ na 30 min w temperaturze pokojowej od czasu do czasu mieszajac

Po tym czasie zmierzy¢ absorbancje przy dlugosci fali 750nm wobec proby kontrolnej
Z krzywe] wzorcowej, otrzymane] na zajeciach, odczyta¢ zawarto$¢ biatka

Sprawozdanie
Na podstawie uzyskanych wynikow doswiadczenia wykona¢ wykres zmian ilosci biatka w
zalezno$ci od czasu dezintegracji materiatu biologicznego oraz opisa¢ wptyw ultradzwigkéw

na

komorki.






