INZYNIERIA BIALEK TERAPEUTYCZNYCH - CWICZENIE I

Izolacja bialek z materiatu in vitro

WSTEP: W przypadku wielu badan laboratoryjnych w celu oznaczenia aktywnos$ci
inzynieryjnie modyfikowanych bialek terapeutycznych wymagany jest rozdzial mieszaniny
wszystkich biatek wyizolowanych z komoérek na frakcje cytozolowe oraz jadrowe. Jedng z
mozliwo$ci otrzymania pozadanego efektu jest wykorzystanie komercyjnie dostepnych
gotowych zestawow ze zoptymalizowanymi odczynnikami i procedurami dostarczanymi przez

producenta.

Wykorzystywane bufory i odczynniki:

CEB-A — bufor stosowany w celu zawieszenia komorek

CEB-B — bufor lizujacy btong komérkowa (izolacja frakcji cytozolowej)

NEB — bufor lizujacy btone jadrowa

DTT - Ditiotreitol

INHIBITORY PROTEAZ

CEB-A mix (5 prob) — CEB-A 1 ml + INHIBITORY PROTEAZ 2 ul + DTT 1 ul

NEB mix (5 prob) —NEB 0.5 ml + INHIBITORY PROTEAZ 1 u/ + DTT 0.5 ul

WYKONANIE:

1. Podczas przeprowadzania izolacji wszystkie odczynniki nalezy utrzymywac w niskiej
temperaturze (inkubacja na lodzie)

2. Hodowle komorek przeptukac ok. 3 ml roztworu PBS

3. Na powierzchni¢ komorek nanies¢ 0.55 ml roztworu trypsyny w celu odklejenia
komorek od powierzchni naczynia hodowlanego

4. Po zaobserwowaniu odklejania si¢ komoérek doda¢ 1.1 ml medium hodowlanego
(DMEM)
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Otrzymang zawiesing przenies¢ do czterech probowek typu Eppendorf (po 0.4 ml
zawiesiny w kazdej probowce) — po jednej proboéwce na zespot

Odwirowa¢ zawiesing komorkowa - 10min; 8009/2500rpm

Po odwirowaniu usuna¢ supernatant, doda¢ po 0.2 ml roztworu CEB-A mix, wymieszaé
15 sekund 1 inkubowa¢ 10min na lodzie

Do zawiesiny komorkowej doda¢ 11 pl roztworu CEB-B; wymiesza¢ przez 15 sekund
1 inkubowa¢ na lodzie 1min

Odwirowa¢ zawiesine komérkowg - 10 min; 16 000g

Po odwirowaniu supernatant przenies¢ do czystej probéwki — FRAKCJA
CYTOZOLOWA

Do pozostatego osadu doda¢ po 100 pl roztworu NEB-mix, wymiesza¢ 15 sekund i
inkubowac 40 min na lodzie, mieszajac co 10 minut

Odwirowa¢ zawiesine komérkowg - 20 min; 16 000g

Po odwirowaniu supernatant przenies¢ do czystej probéwki — FRAKCJA JADROWA



