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BIO 414. EVOLIUCIJA IR POPULIACIJU GENETIKA

Laboratorinis darbas
Populiaciniai izofermentiniai tyrimai
Svarbios sgvokos:

Izofermentai — fermento formos, kurios katalizuoja ta pacia reakcija, bet skiriasi savybémis (struktiira,
katalizés inhibitoriais, giminingumu S, lokalizacija).

Fermentai — Specifinés prigimties baltyminés medziagos, t.y. makromolekulés, kuriy funkcija —
cheminiy reakcijy katalizé

Monomorfinis — tiriamo objekto vienos formos buvimas.

Polimorfinis — tiriamo objekto daugelio formy ar atmainy buvimas.

Imunogeninis — vienoks ar kitoks poveikis sukeliantis imuninés sistemos atsakq.

Plazma — krauja sudaranti skysta dalis ir kraujo lastelés.

Eritrocitai — disko pavidalo, abipus jgaubtos ir neturin¢ios branduolio ir daugelio kity eukariotinéms
lasteléms biidingy organoidy lastelés.

Homogeniskas — vienalytis.

Supernatantas — vir§nuosédinis sluoksnis.

Ivadas

XX a. pabaigoje, ivairiy organizmy sistematikoje — identifikuojant riiSis-dvynes, nustatant evoliucinius
kelius ir filogenetinius rySius - pradedami naudoti molekulinés biologijos metodai, kuriais remiantis
paskutinj deSimtmetj sprendziamos ir jvairios ekologinés problemos. Visus juos galima suskirstyti {
keleta grupiy: 1) morfologinius-biometrinius; 2) imunogenetinius; 3) biocheminio baltymy polimorfizmo
tyrimo ir 4) DNR polimorfizmo tyrimo metodus. Visi Sie metodai yra placiai taikomi sprendziant
molekulinés ekologijos problemas ir jvairius genetikos bei selekcijos klausimus

Nors imunogenetiniai metodai placiai taikomi gyviiny selekcijoje (kaip genetiniai Zymenys), taciau vien
tiktai kraujo grupiy tyrimas neduoda pilnos informacijos apie populiacijos kintamumo laipsnj, kadangi
monomorfiniy lokusy skaicius tokio tyrimo atveju licka neaiskus. Todél Siuo metu placiausiai tiriamas
biocheminis baltymy ir DNR polimorfizmas.


http://lt.wikipedia.org/wiki/L%C4%85stel%C4%97s_branduolys
http://lt.wikipedia.org/wiki/Eukariotas
http://lt.wikipedia.org/wiki/L%C4%85stel%C4%97

Elementarus evoliucijos proceso vienetas — giminingy individy populiacija. Genetiniame lygmenyje
populiacijos yra pakankamai stabilios sistemos, kuriy pastovuma uztikrina genetinés jvairoveés
optimumas. Bet koks nuokrypis - {vairovés sumazéjimas ar padidéjimas, sukelia nepalankias biologines
pasekmes ir gali baigtis populiacijos degradacija. [prastinéje aplinkoje optimali genetiné {vairove
palaikoma veikiant populiacinés dinamikos faktoriams — natiiraliai atrankai, geny mutacijoms, migracijai.
Genetinis baltymy polimorfizmas sudaro dali genetinés ivairovés, stebimos skirtingy rasiy gamtinése
populiacijose. Vykstant neutralioms mutacijoms aleliniuose genuose, formuojasi daugialypés baltymy
formos. Kiekvienas individas turi unikalia baltymy sudéti, todél individy atsitiktinés imties polimorfizmo
tyrimai atspindi genetinio kintamumo procesus, vykstancius visoje populiacijoje

Izofermentai - genetiniai Zymenys. Bet kuris polipeptidas yra zymuo ji koduojanc¢iam genui, t.y. jei
aptinkami kurio nors tipo subvienetai, tai ne tik reiskia, kad yra genas koduojantis juos, bet ir tai, kad tas
genas yra aktyviai ekspresuojamas. Populiacinés genetikos tyrimams dazniau pasirenkamos
izofermentinés sistemos, o ne izobaltymai, kadangi izofermentus Zymiai lengviau aptikti dél jiems
budingo specifinio katalitinio aktyvumo.

[zofermenty, kaip genetiniy Zymeny, panaudojimo populiaciniuose tyrimuose privalumai ir trikumai:

Privalumai Triukumai

Tyrimo metodika standartizuota
daugelyje pasaulio laboratorijy.
Naudojami nedideli medziagos kiekiai,
todél vienu metu tomis paciomis
salygomis galima analizuoti daug
méginiy.

Tiriamy pavyzdziy analizé nereikalauja
daug laiko.

Nereikia iSskyrinéti DNR.
Nereikalingos zymés ir pradmenys.
Rezultatai greitai ir lengvai jvertinami.
Izofermentiniy spektry analizé néra
sudétinga, ju interpretacijai naudojami
terminai: “lokusas” ir “aleliai”.
Aleliniy geny kodominavimas
(heterozigoty atveju vienas alelis
nemaskuoja kito).

Mazas gausumas.

Zemas polimorfizmo lygis.

Homogenizuojant audinius, gali i$siskirti
fiziologiskai aktyvios medziagos, kurios
sukelia ryskius pakitimus tiriamo fermento
molekuléje.

Izofermentinius pektrus kartais sudétinga
interpretuoti dél susidaran¢iy kompleksy, kurie
atsiranda dél geny poliploidijos ar duplikacijos,
bei intergeniniy heterodimery susiformavimo.
Vienodo elektroforezinio judrumo baltymai
nebitinai yra homologiski.

Ivairts artefaktai (-SH grupés nestabilumas,
buferio pH apsprendziami izofermentinio
aktyvumo poky¢iai ir t.t.) gali iSkreipti galutini
fermenty spektra.

Galima aptikti nedideles geny mutacijas,
nepastebimas vizualiai ir tuo paciu

Pagrindiniai izofermentinés analizés etapai:

» Medziagos paruoSimas.

»  Polimorfizmo i$skyrimas gel-elektroforezés blidu.

»  Polimorfizmo iSryskinimas specifiniu fermentiniu dazymu.

Praktiné dalis ir jos atlikimas

1. Medziagos paruoSimas

Pagrindiniai reikalavimai:
O Laboratoriné jranga gel-elektroforezei (elektorforezés aparatas)
O Pagalbiné jranga palaikanti gelius 2-5°C elektroforezés eigoje (Saldymo sitema).



1.1. Medziagos paruoSimas

Pagrindinis medziagos Saltinis elektroforezinei baltymy analizei yra kiauSinio
baltymas (pas pauksc¢ius), kraujas (serumas, plazma, eritrocitai), sperma ir jvairiis
audiniai (Sirdies raumuo, kepenys, kasa, inkstai ir pan.). I§ augaly dazniausiai
naudojami spygliai, lapai, ziedadulkés, séklos, paparcio sporos, Sakniagumbiai.
Meéginiy paémimas, saugojimas, paruoSimas elektroforezei — labai svarbis
procesai, kurie gali stipriai paveikti galutini rezultata — elektroforegramy aiskuma
ir gauty rezultaty interpretacija. Labai svarbi yra méginiy dokumentacija (individo
numeris, raisis, paémimo vieta ir laikas).

1.1.1. Kraujo méginiy paruoSimas

Darbo tikslas. paimti krauja, pasiruosti plazmos, eritrocity ir serumo méginius.

Pastaba: bet kuriam
darbo

etape prarasta
informacija apie
tiriamq pavyzdj padaro
Jji bevertj ir netinkamq
tolimesnei analizei!

M. ediiagos ir iranga. 1. Laboratorinis gyviinas (putpelé, pelé, ziurke). 2. Termostatas. 3.
Saldoma centrifiiga. 4. Saldytuvas su 3aldikliu. 5. Svirkstas. 6. Skalpelis. 7. Spiritas. 8. Vata. 9. Stikliniai
uzdaromi mégintuvéliai. 10. Ependorfiniai mégintuveliai. 11. Centrifuginiai mégintuvéliai. 12. Stikline
lazdelé. 13. Kapiliaras arba mikropipeté. 14. Antikoaguliantas. 15. Fiziologinis tirpalas.

Darbo eiga.

1. Krauja paimti SvirkStu i§: kaklo venos (Zinduoliams), pauodegio venos
(smulkiesiems zinduoliams), posparnio venos (pauks¢iams).
2. Plazmos atskyrimas:

a) Dali kraujo tuojau pat po paémimo reikia patalpinti | stiklinius
mégintuvélius su antikoaguliantu (trinatrio citratas — 20g, NaCl —
4.2g, dist.H,O iki 11 — viena dalis tirpalo 10 daliy kraujo, arba
heparinas — 50-100 vnt. 5-10ml kraujo).

Pastaba: nepamirskite
sterilizuoti kraujo
paémimo vietos!

b) Plazma nuo forminiy elementy atskirti centrifiguojant 10min prie 3000aps./min, uzSaldyti

ir laikyti —20°C.

3. Eritrocitai ir kt. kraujo forminiai elementai atskyrus plazma pasilieka mégintuvélyje:

a) Plazmos likucius pasalinti filtriniu popieriumi.
b) Skalpeliu atskirti leukocity sluoksni (baltas, plokstelés pavidalo).

¢) Likusig eritrocity masg praplauti 3-4 kartus naudojamu antikoaguliantu arba fiziologiniu

tirpalu (0.9% NaCl), susidariusi skysti pasalinti centrifiiguojant
10min prie 3000aps./min, nuosédas patalpinti | uzdaromus
meégintuveélius, uzsaldyti ir laikyti —20°C.

4. Serumo i8skyrimas. Likusia kraujo dali (nesumaiSyta su antikoaguliantu)
patalpinti i stiklinius uzdaromus mégintuvélius ir palikti kambario temperatiira
kol sukresés.

a) Sukresé¢jus kraujui kresulj atsargiai atskirti nuo mégintuvélio sieneliy
stikline lazdele ir meéginius palikti Saltai (+4°C) per naktj. Norint
paspartinti kre$¢jima, galima kraujo méginius palaikyti termostate
(+37°C), 1-2h.

b) Po to krauja centrifiguoti 15min esant 3-5000aps./min, Saldomoje
centrifigoje.

c) Atsiskyrusj seruma nusiurbti su kapiliaru ar mikropipete, patalpinti |
ependorfinius mégintuvélius, uzsaldyti ir laikyti —20°C.

1.1.2. Hemolizaty paruoSimas

Pastaba: analizuojant
eritrocitinius baltymus
kraujq geriau maisyti
su

2-3 dalimis
antikoagulianto.

Pastaba: silpnai
hemolizavusio serumo
negalima naudoti
tiriant serumo ir
eritrocity baltymus!




Darbo tikslas. paruosti hemolizaty méginius i§ atplauty eritrocity.

MedZiagos ir jranga. 1. Eritrocitai. 2. Saldoma centrifiga. 3. Saldytuvas su 3aldikliu. 4.
Pincetas. 5. Stikliné lazdelé. 6. Ependorfiniai mégintuvéliai. 7. Polietileniniai centrifliginiai
mégintuvéliai. 8. Kapiliaras arba mikropipeté. 9. Nejoninis detergentas.

Darbo eiga.

I metodas:

1. Atplautus eritrocitus, gautus praeito (1.1.1.) laboratorinio darbo metodu, perkelti i polietileninius
centriftginius mégintuveélius.

2. Pridéti CCly arba kito nejoninio detergento (tritono X-100) (1/4-1/6 eritrocity tiirio) ir misinj trinti
stikline lazdele iki vientisos homogeniskos masés.

3. Homogeniska maseg centrifiguoti 30min, esant 15000aps./min, 3°-5°C temperatiiroje.

4. Supernatanta nusiurbti plonu kapiliaru { ependorfinj mégintuvélj, uzsaldyti ir laikyti —20°C

II metodas:

Atplautus eritrocitus galima hemolizuoti naudojant uzsaldyma-atSildyma:

1. Eritrocitus sumaisyti su 1 dalimi dist.H,O.

2. Kelis kartus méginius uzsaldyti-atsildyti.

3. Hemolizata atskirti centrifiguojant tomis paciomis salygomis, patalpinti |
ependorfini mégintuvélj, uzsaldyti ir laikyti —20°C.

Pastaba: tuo paciu
principu hemolizatus
galima paruosti is
kraujo kresuliy.

1.1.3. Audiniy ekstrakty paruoSimas

Lasteliy dezintegracija (homogenizavimas) — procesas, kurio metu negriztamai suardoma lastelés
anatominé struktiira. Tai pradiné stadija iSskiriant ir gryninant sublastelines struktiiras, kuri nulemia
galuting produkty kokybe.

Pagrindinis uzdavinys — tikslingas funkciskai aktyviy biopolimery bei sublasteliniy strukttry iSskyrimas.
Siam procesui biitina salyga yra lastelés apvalkalélio suardymas, kuris gali bati pasiekiamas veikiant
lasteles ivairiais faktoriais: fiziniais, mechaniniais, cheminiais, fermentiniais ir biologiniais.
Sublasteliniy strukttiry ir biopolimery iSskyrima apsunkina tai, kad intensyvi dezintegracija gali isSaukti
struktiirinius ir funkcinius artefaktus, kuriy didziaja dali sudaro sublasteliniy komponenty praradimas ir
fermenty inaktyvacija esant netinkamai temperatiirai, pH, spaudimui ir pan. Taip pat artefaktai gali
atsirasti dél lastelés proteolitiniy fermenty poveikio. Dezintegracijos efektyvumas nurodomas suardyty
lasteliy procentu ir tirpaus baltymo kiekiu, taciau $ie rodikliai neduoda informacijos apie gautos
medziagos sudét, bei funkcinj skiriamy komponenty aktyvuma. Si informacija gaunama frakcionuojant
turima medZziaga, bei atliekant jos morfologing (naudojant $viesos ar elektroning mikroskopija), bei
fizikochemine analize.

Dezintegracija néra standartizuota, todél metodas ir trukmé yra pasirenkami empiriskai atsizvelgiant |
turima medziaga, bei galutini tiksla. Grubesni metodai, kaip lasteliy trynimas su abrazyvinémis
medziagomis (pvz., smélio, stiklo pudra, Al,O3), veikimas aukstu slégiu naudojant jvairius presus (pvz.,
Hjuzo, Caikofo ir kt.), taip pat veikimas ultragarsu dazniau taikomi

bakterinéms, bei augalinéms lasteléms. Tai susij¢ su standesniu Siy
lasteliy apvalkaléliu lyginant su gyviininémis lastelémis. Kraujo lasteliy
suardymui daznai naudojamas osmosinis Sokas, taip pat atSildymas-
uzSaldymas. Bakterines lasteles galima veikti fagais (fagoliz¢é),
antibiotikais, bei fermentais - lizocimais ir proteazémis; Sie netinka < 2
kuomet yra i$skyrinéjami funkciskai aktyviis fermentai

Gyvininiy ir augaliniy lasteliy suardymas baltymy elektroforezinei
analizei atlieckamas skystoje terpéje, naudojant blenderius arba Daunso 3
tipo homogenizatorius (1 pav.). Lasteliy suardymo greitis priklauso nuo
piestelés sukimosi greicio, jos radiuso ir indo sandarumo.

e 1




1 pav. Daunso tipo

Darbo tikslas. paruosti audiniy ekstraktus i$§ laboratorinio homogenizatorius (1-stiklinis indas,
gyvino Sirdies, raumens, kepeny ir inksty. 2-prislifuoto stiklo piestelé, 3-

M edi’iagos ir iranga. 1. Laboratorinis gyviinas (putpelé, pelé, Ziurké). 2. Saltas kambarys. 3.
Saldoma centriftiga. 4. Saldytuvas su $aldikliu. 5. Zirklés. 6. Skalpelis. 7. Pincetas. 8. Vonelé. 9.
Ligninas. 10. Stikliniai uzdaromi mégintuvéliai. 11. Centrifiiginiai mégintuvéliai. 12. Slifuoto stiklo
homogenizatorius. 13. Mikropipeté (1000ul). 14. Matavimo cilindrai (50, 100ml). 15. Svarstykleés. 16.
Stikliné kolba (100ml). 17. Petri lékstelés. 18. 1%Tritonas X-100. 19. B-merkaptoetanolis. 20.
MgCl,x6H,0. 21. 0.2M Tris-HCI buferis, pH-8.0.

Darbo eiga.

1. Paruosti homogenizavimo terpe, kurios sudétis:

1% Tritonas X-100 — Iml, ..
. Pastaba: pries
B-merkaptoetanolis — 0.1ml, .
MgClx6H,0 — 0.4g, naudojimq terpg
0.2M Tris-HCI buferis, pH-8.0 — iki 100mL. atSaldyti iki +4°C.
2. Dekapituliuoti laboratorini gyviing ir iSpreparuoti $irdi, kepenis ir inkstus.

3. Atsverti po 1-2g audinio ir kiekviena juy atskirai homogenizuoti naudojant
homogenizavimo terp¢ (lg audinio imama ~3ml terpés): audinio gabalél Pastaba: audiniy
susmulkinti zirklutémis Petri 1éksteléje, sudéti | homogenizatoriy ir toliau homogenatus ruosti
smulkinti iki homogeniskos masés. Saltame kambaryje

4. Homogenatus centriftiguoti du kartus po 30min (+4°C): pirma karta esant (+4°C)!
3000aps./min, antra — 15000aps./min salygomis

5. Supernatanta nusiurbti mikropipete i stiklini uzdaroma mégintuvélj, uzsaldyti
ir laikyti —20°C.

1.1.4.

Pastaba: izofermenty isskyrimq is augaliniy lgsteliy apsunkina aktyviy fenoliniy
Junginiy iSsiskyrimas, kurie isSaukia kai kuriy fermenty inaktyvacijq, todél i
homogenizavimo terpe dedama polivinilpirolidono (50-500mg priklausomai nuo
audinio kiekio ir naudojamo terpés tirio): Si medziaga surisa fenolinius junginius ir
nuslopina jy poveikj.

Medziagos saugojimas ir veiksniai, veikiantys fermenty aktyvuma

Saugant biologinius pavyzdzius nuolat vyksta natyvios baltymy strukttiros pakitimai, dél:

denatiiracijos (polipeptidiniy grandiniy struktiiriniai poky¢iai);

agregacijos (keliy molekuliy susijungimas);

dezagregacijos 1 subvienetus (ketvirtinés strukttiros praradimas);

polipeptidiniy grandiniy degradacijos (pirminés struktiiros pokyciai dél proteolitiniy fermenty (t.p. ir
mikrobinés kilmés) veikimo).

Visi i§vardinti procesai nulemia baltymy biologiniy savybiy praradima (fermentinj aktyvuma ir kt.
funkcijas) ir tuo jtakoja ju elektroforezinj paslankuma (atsiranda artefaktai!). Siuos procesus greitina:
aukstesné temperatiira, pakartotinas vandeniniy baltymy ekstrakty atSildymas-uzsaldymas ir kt. veiksniai.
Procesai Zymiai sulétéja dirbant Zemoje temperatiiroje su druskingais baltymy ekstraktais, bei
koncentruotais baltyminiais tirpalais. Ilgam laikymui naudojamas kriokoncervavimas — uzsaldymas prie
labai zemy temperatiiry (pvz., laikymas azote). Natyvios baltymy struktiiros iSsaugojimas taip pat
priklauso nuo $altinio, jo savybiy ir saugojimo salygy.

Maziau stabillis baltymai i$skiriami i§ biologiniy skys¢iy, lasteliy, bei audiniy, kuriuose vyksta
intensyvis
metaboliniai
procesai ir yra

[Ny

Pastaba: esant —20°C (-40°C) temperatirai kiausinio baltymai, serumo ir
spermos albuminai, bei transferinai; laktato dehidrogenazé, malato
dehidrogenaze, 6-fosfogliukonato dehidrogenazé gali issaugoti elektroforezines
savybes metus laiko, serumo esteraze-1 — 3-6 men., serumo Sarminé fosfataze,
kepeny fermentai — kelias savaites. Saugant —5°C (-10°C) baltymy
elektroforezinés savybés kinta greiciau.




didelis kiekis proteolitiniy fermentu. Be to, ekstraktuose ir hemolizatuose baltymai grei¢iau praranda

aktyvuma, negu natyvioje aplinkoje - audiniuose ir nesuardytose lastelése.

Fermenty aktyvumo lygis saugojimo metu taip pat priklauso nuo pradinio aktyvumo, kuri apsprendzia:

O tiriamo objekto amZius méginio paémimo metu (viSty serumo esterazés-1 ir Sarminés fosfatazés
aktyvumas Zymiai sumazéja arba visai iSnyksta pauksciams lytiskai subrendus);

O lyties (gaidziy serumo esterazés-1 aktyvumas didesnis nei pas vistas);

O fermento tipo (serumo Sarminés fosfatazes greitieji variantailabiau aktyviis uz létuosius);

O fermenty individualumo (esteraziy spektro nusidazymo jvairové: nuo labai intensyvaus iki nulinio).

2 pav. Medziagos saugojimas: (a) indeliai organizmo skys¢iy surinkimui ir laikymui;

(b,c) sandariis maiSeliai audiniy surinkimui ir laikymui.
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