Izolacja frakcji subkomórkowych z homogenatu tkankowego
Badania dotyczące przemian biochemicznych zachodzących w środowisku komórki wymagają odseparowania poszczególnych organelli od siebie. Jest to możliwe dzięki zastosowaniu techniki frakcjonowania.

Pierwszym etapem frakcjonowania jest rozdrobnienie badanego materiału oraz jego homogenizacja (mechaniczne rozbicie struktur błonowych komórki), w odpowiednim środowisku izolacyjnym (najczęściej jest nim zimna sacharoza). Następnie przeprowadza się właściwy proces frakcjonowania z wykorzystaniem wirowania różnicowego. Frakcjonowanie polega na rozdzieleniu homogenatu na frakcje subkomórkowe (organelle) w następstwie wirowania ze wzrastającą prędkością. Ze względu na zróżnicowaną wielkość, kształt oraz gęstość organelli, opadają one na dno probówki przy różnym zakresie przyspieszenia. Osad, który pozyskuje się na poszczególnych etapach wirowania pozostaje na dnie probówki, natomiast supernatant (płyn znajdujący się nad osadem) służy do dalszych analiz. (Ryc. 1)
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Rycina 1. Schemat przebiegu frakcjonowania homogenatu tkankowego z wykorzystaniem wirowania różnicowego.
Inne metody analityczne służące do separacji organelli komórkowych to:

· wirowanie równowagowe w gradiencie gęstości (służy do rozdzielenia organelli zgodnie z ich gęstością),

· wirowanie strefowe (rozdział organelli następuje według ich wielkości).

Jedną z technik służących do oceny stopnia czystości wyizolowanych frakcji subkomórkowych, jest pomiar aktywności enzymów markerowych. Są to enzymy charakterystyczne dla poszczególnych organelli komórkowych:
· peroksysomy- katalaza (EC 1.11.1.6),
· mitochondria- dehydrogenaza bursztynianowa (EC 1.3.99.1), 
· lizosomy- katepsyna C, fosfataza kwaśna (EC 3.1.3.2),
· błona komórkowa- fosfataza zasadowa (EC 3.1.3.1).
Zagadnienia do przygotowania:
1. Budowa komórki zwierzęcej.

2. Organella komórkowe - ich identyfikacja enzymatyczna
3. Zasady izolowania enzymów.

4. Enzymy markerowe

5. Metody analityczne służące do separacji organelli komórkowych

Materiały i odczynniki:
1. Wątroba drobiowa
2. 250 mM sacharoza (lodowato zimny roztwór)

3. 0,2% Triton X-100 w 250 mM roztworze sacharozy

Cel ćwiczenia:
1. Izolacja frakcji subkomórkowych z homogenatu wątroby metodą wirowania różnicowego.

2. Izolacja enzymów lizosomalnych.

Wykonanie:
1. Przygotowanie frakcji lizosomalnej
Zhomogenizować 8 g uprzednio rozdrobnionej tkanki wątrobowej w 72 ml  250 mM lodowato zimnej sacharozy w homogenizatorze szklanym z teflonowym tłokiem. Zmierzyć i zapisać objętość homogenatu, po czym pobrać 1 ml i zamrozić do dalszych oznaczeń. 
Homogenat odwirować (900 ( g przez 10 minut w temperaturze 4(C, 1000 obrotów/min, wirówka T-52). Zmierzyć objętość osadu I (frakcja zawierająca jądra, fragmenty tkanki łącznej i częściowo rozbite komórki), pobrać 1 ml i zamrozić do dalszych analiz. Zmierzyć objętość płynu nadosadowego I, pobrać 1 ml, a pozostałą jego część wirować przy 10.000 x g przez 20 minut (12.000 obrotów, wirówka MPW 365).
Do dalszych doświadczeń zachować osad II będący frakcją mitochondrialno-lizosomalną. Zmierzyć objętość płynu nadosadowego II (frakcja cytoplazmatyczno-mikrosomalna), a następnie pobrać 1 ml i zamrozić. Do otrzymanego osadu II dodać 0,8 ml 250 mM zimnej sacharozy, zmierzyć objętość,  pobrać 0,1 ml i zamrozić do dalszych oznaczeń.
2. Izolacja enzymów lizosomalnych

Zawiesinę frakcji mitochondrialno-lizosomalnej (osad II) przenieść do dwóch małych homogenizatorów szklanych (oznaczonych jako A i B). Zawartość homogenizatora A rozcieńczyć przez rehomogenizację w 0,8ml  250 mM roztworu sacharozy. Natomiast, zawartość homogenizatora B rozcieńczyć 0,8 ml 250 mM sacharozy z dodatkiem 0,2% Tritonu X-100. Przeprowadzić rehomogenizację i odstawić na 10 minut w temperaturze pokojowej. Następnie przenieść próby A i B do probówek Eppendorfa i odwirować przy 10.000 x g przez 15 minut (12.000 obrotów, wirówka MPW 365).
3. Rozcieńczanie uwolnionych enzymów lizosomalnych

Zmierzyć objętość płynu nadosadowego III A i III B i zamrozić. W celu zmierzenia objętości osadu IIIA należy dodać 0,8 ml 250 mM sacharozy,  a do osadu  IIIB 0,8 ml 250 mM sacharozy z dodatkiem 0,2% Tritonu X-100.  Zamrozić osady IIIA i IIIB. 
Wnioski oraz uwagi należy wpisać do zeszytu.
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