4. Hydroliza enzymatyczna peptydu

Odczynniki i sprzt laboratoryjny:

1. Bufor Tris HCIl o pH 8,3

2. Roztwor trypsyny o gsteniu 1mg/m w 0,1 M roztworze HCI z dodatkiem 20 mM CacCl

3. Roztwoér chymotrypsyny o gteniu 1mg/m w 0,1 M roztworze HCI z dodatkiem 20 mM CaCl

4. 30% kwas octowy

5. 3 mg badanego peptydu

6. Ptytki chromatograficzne (220 cm) pokryte 0,25 mm warsjwelu krzemionkowego

7. Komora chromatograficzna do chromatografii cienksiaowej (TLC)

8. Kapilary

9. 1% roztwor ninhydryny w etanolu

10.Uktad rozwijapcy BAWP (alkohol n-butylowy : kwas octowy : woda : pirydyna) o
nastpujacym skfadzie 1 : 1 : 1 : 1 (viviviv)

11. Probéwki Eppendorfa

Wykonanie déwiadczenia:

W dwoch probowkach umiei¢ 100 uL roztworu peptydu (1mg/m i inkubowa w temperaturze
pokojowej w 2 m buforu Tris HCI o pH 8,3 z dodatkiem 1Q0 roztworu trypsyny (probéwka 1) i
100 pL roztworu chymotrypsyny (probowka 2). Po 2 godzimaokubacji zakaczy¢ reakcg
dodajc do probowek 10QL 30% roztworu kwasu octowego. Ngstie wykong analiz metody
chromatografii cienkowarstwowej (TLC) nan@szna ptytk TLC roztwory z probdéwki 1 i 2, a
takze jako odnéniki roztwory trypsyny, chymotrypsyny oraz peptyddDhromatogram wywota
stosugc 1% roztwor ninhydryny w etanolu. Okl€ podatné¢ analizowanego peptydu na
proteoliz;. Na podstawie informacji o sekwencji (strukturzeddowej, j&li peptyd jest liniowy to
oba terminy s tozsame, w przeciwnym wypadku do struktury tdawej czsto zaliczana jest
lokalizacja uktadow cyklicznych) peptydu zapropoméuniejsca hydrolizy i powstate fragmenty.

Sprawozdanie z éwiczenia powinno zawiera¢: opis mechanizmu dziatania i specyficzoio
zastosowanych enzymow proteolitycznych, na podstaamalizy TLC, stwierdzenie czy peptyd
ulegt proteolizie, j&li tak to naley wskaz& miejsca na chromatografie odpowiaga sekwencjom
powstatych fragmentow.



