Spis tresci

Przedmowa

Wykaz stosowanych oznaczen .

Zasady bezpieczenstwa i higieny pracy obowiazujace w Pracowni bio-
chemii bialek .

1. Izolacja i oczyszczanie enzymu.

el

1.2

1.3.

Izolacja i wstgpne oczyszczanie 1,2-dioksygenazy katecholowej .
1.1.1. WPROWADZENIE ;
1.1.2. MATERIALY I ODCZYNNIKI
1.1.3. WYKONANIE ;
1.1.3.1. Izolacja i wstgpne oczyszczame 1 2 dloksygenazy kate-
cholowej szczepu Stenotrophomonas maltophilia KB2
1.1.3.2. Oznaczanie aktywnosci 1,2-dioksygenazy katecholowej .
1.1.3.3. Oznaczanie st¢zenia biatka metoda Bradforda .
1.1.3.3.1. Przygotowanie krzywej wzorcowej . .
1.1.3.3.2. Oznaczenie stezenia biatka w badanym mate-
riale biologicznym . .
1.1.4. OPRACOWANIE I DOKUMENTACJA WYNIKOW
Wyznaczanie mas czasteczkowych bialek metoda saczenia zelowego
oraz oczyszczanie bialek metoda chromatografii jonowymienne;j .
1.2.1. WPROWADZENIE X
1.2.2. MATERIALY 1 ODCZYNNIKI
1.2.3. WYKONANIE
1.2.3.1. Wyznaczenie masy czasteczkowej 1 2 dloksygenazy kate—
cholowej metoda saczenia zelowego . .
1.2.3.2. Oczyszczanie 1,2-dioksygenazy katecholowej metoda chro—
matografii jonowymiennej .
1.2.4. OPRACOWANIE I DOKUMENTACJA WYNIKOW
Elektroforeza dwuwymiarowa 2-DE biatek
1.3.1. WPROWADZENIE
1.3.2. MATERIALY 1 ODCZYNNIKI
1.3.3. WYKONANIE
1.3.3.1. Przygotowanie surowej frakcp enzymatyczne] do elektro-
forezy 2-DE .
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1.4.

L.5.

1.3.3.2. Przygotowanie krzywej wzorcowej do oznaczania steze-
nia biatka metoda Bradforda w obecnosci buforu do przy-
gotowywania probek 2-DE
1.3.3.3. Rehydratacja paskéw IPG .
1.3.3.4. Izoogniskowanie biatek z zastosowaniem paskow IPG
1.3.3.5. Przygotowanie paskéw do drugiego kierunku SDS-PAGE
i rozdziat elektroforetyczny :
1.3.3.6. Detekcja biatek w zelu pollakrylamxdowym metoda
z Coomassie Brillant Blue . .o
1.3.4. OPRACOWANIE I DOKUMENTACIJA WYNIKOW ;
Elektroforeza biatek w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturu-
jacych ;
1.4.1. WPROWADZENIE
1.4.2. MATERIALY I ODCZYNNIKI
1.4.3. WYKONANIE .
1.4.3.1. Przygotowanie zelu pollakrylamldowego i rozdzml blalek
1.43.2. Detekcja biatek w Zelu poliakrylamidowym metoda
7 Coomassie Brillant Blue oraz metoda sr/ebrowa
1.4.4. OPRACOWANIE I DOKUMNETACJA WYNIKOW .

Literatura

2. Kinetyka reakcji enzymatycznej katalizowanej przez 1,2- dloksy-
genaze katecholowa : o o serdely & B ..

2.1,

2.2.

2:3.

Wyznaczanie optymalnych warunkéw reakcji enzymatycznej .
2.1.1. WPROWADZENIE
2.1.2. MATERIALY 1 ODCZYNNIKI
2.1.3. WYKONANIE 5l s @ m
2.1.3.1. Badanie wplywu temperatury na aktywnosc 1,2-dioksyge—
nazy katecholowej .
2.1.3.2. Badanie wptywu pH na aktywnosc 1 ,2- dloksygenazy ka—
techolowe;j :
2.1.4. OPRACOWANIE I DOKUMENTACJA WYNIKOW
Wyznaczanie stalych kinetycznych reakcji enzymatycznej .
2.2.1. WPROWADZENIE
2.2.2. MATERIALY I ODCZYNNIKI
2.2.3. WYKONANIE : .
2.2.3.1. Badanie wptywu stqzema substratu na aktywnosc 1 2- le—
ksygenazy katecholowe;j
2.2.4. OPRACOWANIE I DOKUMENTACJA WYNIKOW
Inhibicja reakcji enzymatycznych . gl
2.3.1. WPROWADZENIE . . .
2.3.2. MATERIALY 1 ODCZYNNIKI
2.3.3. WYKONANIE . .
2.3.3.1. Badanie wptywu 2 4 dlchlorofenolu na aktywnosc l ,2- le—
ksygenazy katecholowej v=h . i 3 i B
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2.3.3.2. Badanie wplywu jonéw niklu na aktywnos¢ 1,2—dioksy-
genazy katecholowej ; ;
2.3.4. OPRACOWANIE I DOKUMENTACJA WYNIKOW

2.4. Literatura

3. Immobilizacja 1,2-dioksygenazy katecholowej.

3.1. Wplyw immobilizacji na aktywnos¢ 1,2-dioksygenazy katecholowej .

3:2.

3.1.1. WPROWADZENIE . . .
3.1.2. MATERIALY I ODCZYNNIKI
3.1.3. WYKONANIE .
3.1.3.1. Immobilizacja 1,2- dloksygenazy katecholowej
3.1.3.2. Oznaczanie stg¢zenia biatka w kulkach alginianowych
3.1.3.2.1. Wyznaczenie krzywej kalibracyjnej dla ozna-
czania stgzenia biatkka metoda Bradforda
w obecnosci KOH . :
3.1.3.2.2. Oznaczanie stgzenia biatkach w kulkach algl-
nianowych metoda Bradforda w obecnosci
KOH .
3.1.3.3. Oznaczanie aktywnosci 1mm0blllzowanej 1, 2 dloksygena-
zy katecholowej .
3.1.3.4. Wplyw czasu przechowywama na aktywnosc wolnego
i immobilizowanego enzymu . s
3.1.4. OPRACOWANIE I DOKUMENTACJA WYNIKOW
Badanie wlasciwosci immobilizowanego enzymu
3.2.1. WPROWADZENIE
3.2.2. MATERIALY I ODCZYNNIKI
3.2.3. WYKONANIE
3.2.3.1. Badanie wptywu pH na aktywnosc wolnej i 1mmoblhzo—
wanej 1,2-dioksygenazy katecholowej g
3.2.3.2. Badanie wplywu temperatury na aktywnos¢ WO]I‘IC] iim-
mobilizowanej 1,2-dioksygenazy katecholowe;j. ;
3.2.3.3. Badanie wplywu jonéw metali oraz zwiazkéw fenolo-
wych na aktywno$¢ wolnej i immobilizowanej 1,2-dio-
ksygenazy katecholowe;j :
3.2.3.4. Oznaczanie stgzenia biatka w SUI‘OWC_] frakcp enzyma-
tycznej i w kulkach alginianowych .
3.2.4. OPRACOWANIE I DOKUMENTACJA WYNIKOW

3.3. Literatura
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