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Metody separace proteinu

» Vychazi z klasickych metod chemickeé
analyzy

» Uplatiiuji se zde 1 specialni metody




Separace

kvalitativni
. Analytické<

” kvantitativni

* Preparativni

|

Charakterizace — pI, MW, spektra, AMK ....




Problémy se vzorkem

« Komplexnost

e Mala mnozstvi

e [abilita




Zasady pro praci s biologickym
materialem

Teplota

pH + 1ontova sila
Koncentrace bilkoviny
Pénéni

Lokalni prebytky

SANINAN I e

Proteazy




Planovani separace bilkovin




Cil 1zolace

» Ziskdni homogenni bilkoviny
« Zachovani biologicke aktivity
» Cistota

Zaver . ziskat vzorek o patfiéné

Cistot€ s vynalozenim

patficného usili




Volba vstupniho materialu

* Preparat z daného organismu

* Preparat s nejveétSim obsahem dané
bilkoviny

* Preparat s nejmensim obsahem necistot




Volba a kombinace separacnich
metod

* RozliSovaci schopnost

» Selektivita

« Kapacita

o /Zpétny vytézek

» Naklady — material, ptistroje, ¢lovék
* Stupen zfed’ovani a koncentrace

e Slucitelnost mezi metodami




Zakladni zasady

» Na zacatek zaradit metody s vysokou
kapacitou a malym vytézkem a rozliSenim

— velké mnozstvi levného vstupniho
materialu

* Pozdéjr metody s vysokym rozliSenim a
vytézkem, kapacita méné vyznamna

— ve vzorku ji1z investovana prace




» Poradi volit tak, aby metody na sebe vhodné
navazovaly

* Metody zied’ovaci kombinovat s metodami
koncentrujicimi

* Metody nepouzivat opakované




Sledovani prubéhu separace

Metoda Celkova Celkova Specificka | Precisténi Vytézek

bilkovina aktivita aktivita
extrakt 100 100 | - 100 %
HIC 50 99 1.99 1.99 99 %

IEX 25 75 3 1.5 75 Y%




Stanoveni koncentrace bilkoviny

Metoda zalozena

na stanoveni na zakladé na zakladé
koncetrace dusiku optickych viastnosti elektrochemickych viastnosti




Kjeldahlova metoda — stanoveni
N,
* Mineralizace vzorku — prevedeni

organického dusiku
na NH,"

» Stanoveni NH," - titrace, fotometrie,
selektivni elektrody




UV spektrofotometrie

e 280 nm — aromatické AMK

interference nukleotidu
* 180 - 230 nm — peptidicka vazba

Vyhody - nedestruktivni metoda
- neni treba kalibrace




VIS spektrofotometrie

Pridavek Cinidla — barevny derivat
e Destruktivni metoda
 Nutna kalibrac¢ni zavislost




Biuretova metoda

Princip : Cu?" vytvari v alkalickém prostiedi
komplex se 4 N peptidicke vazby

/

\\Cu”
M¢éreni : 540 — 560 nm
310 nm




Folinova metoda

Princip : hydroxyfenolova skupina tyrosinu
redukuje fosfomolybdenany na
molybdenovou modf

M¢éreni : 725 nm




Lowryho metoda

Princip : kombinace Folinovy a Biuretové
metody

M¢éreni : 600 nm




Metoda dle Bradfordové

Princip : pf1 vazbé Coomassie Brilliant Blue
G 250 na bilkovinu dochazi k
posunu absorpéniho maxima z 465
na 595 nm.

Mereni : 595 nm




Fluorescence

Princip : - vazba fluoroforu na bilkovinu —
méfeni vzniklé fluorescence

- zhaSeni fluorescence pridavkem

bilkoviny




Polarografie

Princip : Brdickova reakce — SH skupiny
bilkoviny vstupuji v pfitomnosti
Co?" katalytické reakce na Hg
elektrodé — proud




Nejcastéj1 pouzivané metody

Metoda Rozsah (ng) Poznamka
Biuretova 0.5-5 okamzity vyvo]j
Lowryho 0.05-0.5 pomaly vyvoj
UV - 280 nm 0.05-2 interference
UV - 205 nm 0.01 - 0.05 interference
Bradfordové 0.01 - 0.05 sorpce barviva




Stanoveni biologicke aktivity

Enzymatické,imunologické, toxicke,
hormonalni receptorove atd..




Vlastni separace




Obecné schéma

—
—




Vstupni material




Mikroorganismy
Bakterie, kvasinky, plisn¢, rasy

Vyhody - 1ze jej snadno ziskat v dostateCné mnozstvi

- selekce mutantu o pozadovanych
vlastnostech

- geneticke inZenyrstvi

- termofilni organismy




Bezobratli

Hmyz, plzi, mlz1

Nevyhody - malo se pouziva, nesnadno se

ziskava




Z1ivocisne tkané
» Laboratorni zvifata — mysi, krysy, kralici
e JateCni zvifata — organy

» Clovék — télni tekutiny




Rostlinné tkané

Spenét, fepa, hrach

Nevyhoda — problematicky rust za
definovanych podminek




Manipulace s biologickym
materialem

» Pokud mozno zpracovat co nejdrive
o /Zmrazeni — pi1— 60 — 80 °C

* Rozmrazovani — co nejrychleji




Rozbiti a extrakce




Bakterie

e /alezi na lokalizaci

cytoplasma

periplasma




Balotina

Princip — jemné sklenéné kuliCky pfidany do
bakterialni suspenze a rychle
tfrepany nebo michany — nutno
chladit




French (X) press

Princip — zmrazena bakteridlni suspenze
protlaCovana malym otvorem,
piicemz dochazi k rekrystalizaci a
rozruSeni bunék




Ultrazvuk

Princip — ultrazvuk (> 20 kHz) v roztoku
vyvolava stfizni sily — nutno chladit

v




Lysozym + osmoticky Sok
(mirny osmoticky Sok)

Princip — lysozym rozrusi bunéénou sténu,
nasledné je bakterialni suspenze ziedéna

destilovanou H,O — bakterie popraskaji
v

N N




Dalsi
* Alumina Al,O;— roztirani v tfeci misce

* Opakovan€ zmrazovani a rozmrazovani




Kvasinky

Toluenova autolyza

Princip — toluen extrahuje pi1 35 —40 °C
fosfolipidy bunécné stény —
osmoticky Sok — enzymova
autolyza

Balotina, French press,




Z1vocisnée tkaneé

Treci miska s piskem

Ruc¢ni homogenizatory — Potter —
Elvehjemuv

Mixery

Osmoticka lyse - erytrocyty

v




Rostlinné tkané

RozruSeni bunécné st€ny pomoci celulas,

Obsahuji hodné fenolickych latek, které
mohou byt oxidovany na chinony —
melaniny, které mohou modifikovat
bilkoviny




Optimalizace extrakce

Teplota— 4 — 6 °C chlazeni

pH — optimalni pro danou bilkovinu — prace
v puirech

I — v prostiedi o definované iontové sile

Pridavky latek — EDTA, B-merkaptoethanol,

kovové ionty, inhibitory
proteaz




Separace subcelularnich organel

Organela Tihové zrychleni | Cas
Eukar.bunky 1000g S5
Jadra, chloroplasty 4000 g 107
Mitochondrie, bakterie 15000 g 20°
Lysozomy, membrany 30000 ¢g 30°
Ribozomy, fragmenty 100 000 g 60’

end.retikula a Gold.systém




Enzymy - markery

Organela Enzym
Cytoplasma LDH
Endoplazmatickeé retikulum | Glukosa-6-fosfatasa
Goldiho systém galaktosyltransferasa
Peroxisom katalasa
Lysozom Kysela fosfatasa
Mitochondrie in cytochromoxidasa

Mitochondrie out monoaminoxidasa




Membranove vazane bilkoviny

Membranove bilkoviny
I

interagujici

integralni

elektrostaticky

hydrofobné zanorene

transmembranové




Izolace membranovych bilkovin

» Chemicky — detergenty, chaotropni soli,
organickd rozpoustédla, nizkd iontova sila,

» Fyzikalné - homogenizace, sonikace

» Enzymaticky — fostolipasy, lipasy, proteasy




Centrifugace

* Odstranéni hrubych castic z roztoku
Sediment (pelet) — supernatant

 [zolace organel nebo biomakromolekul

» Stanoveni zakladnich parametri — MW,
hustota, sedimenta¢ni koeficient




Pouziti

Centrifugace
Analyticka




Otacky — g

rad - uhlova rychlost
(rad/s)

f — otaCky/min




Rozdé€leni centrifug

Centrifugace

PomalootacCkova Rychlootackova Ultracentrifugace
5 000 ot/min 25 000 ot/min 80 000 ot/min




Preparativni centrifugace

Centrifugace
diferencialni zonalni
dve faze zony

(sediment (gradient)
supernatant)




Metody nanaseni vzorku

Metoda

frontalni zonalni
vzorek v cele kyvete | | vzorek - uzka zona




Preparativni centrifuga

=—— Control pane|

—
_J Cooling
-
Vacuum !
: pump |




Preparativni centrifuga




Preparativni ultracentrifuga




Rotory

. Uhlovy — diferencialni centrifugace
* Vykyvné — zonalni centrifugace

» Zonalni — bez kyvet, vzorek je uvnitt rotoru




Uhlovy rotor
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Vykyvny rotor
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Gradientova centrifugace
media

Sacharosa A Ty T
Hypertonické prostredi

Glycerol

> Nutno pfipravit gradient

Ficoll - dextran

Percoll — S10, J

CsCl — gradient vznika béhem centrifugace




Gradientova centrifugace

Metoda

|lzopyknicka

Nerovhovazna




Gradientova centrifugace




Z.onalni rotor

i




Centrifugace se zonalnim
rotorem

ftamial




Analyticka ultracentrifuga
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Analyticka ultracentrifuga
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Analyticka centrifugace




Analyticka ultracentrifugace

Metoda

sedimentacni rovnovahy

sedimentacni rychlosti




Metoda sedimentacni rovnovahy

A - absorbance

x - vzdalenost




Metoda sedimentacni rychlosti

—
/
/
v

x - vzdalenost

A - absorbance

P
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Fazove separace




Odstranéni H,O
rotaéni vakuova odparka




Odstranéni H,O
lyofilizace

eNamrazeni

*Mrazova sublimace




Odstranéni H,O
zahuSténi

Pouziti semipermeabilni membrany




Odstranéni H,O
zahuSténi

Pouziti semipermeabilni membrany

Absorbent

Membrane

/—— Sample well

Concent
sample




Odstranéni H,O
zahuSténi

Pouziti semipermeabilni membrany

Ll sgs el il
tirhno

powddered
polvethvlene

Chimps




Odstranéni nizkomolekularnich
slozek

Dialyza

Collodion bag




Stanoveni interak¢nim konstant

Rovnovazna dialyza

Zero time At equilibrium




Ultrafiltrace

Pouziti specialnich membran s definovanou
velikosti poru - tzv. cut-off limit

@ V.o




Ultrafiltrace
michan¢ cely
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Ultrafiltrace
centrifugacCni pripravky




Ultrafiltrace
Hollow fiber — duta vlakna




Ultrafiltrace

Hollow fiber — duta vlakna

Solvent in Solvent out Scaled Aur Sucton
- - shut 1 -
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Priprava laboratorni vody




Necistoty ve vode

Soli — tézke kovy - denaturace
Organicke latky — HPLC, GC

Hrubsi ¢astice — mikroorganismy
Koloidni Castice - biomakromolekuly




Kriteria Cistoty

e Vodivost — 18 MQY/cm

o Tézkeé kovy — AAS

* Pyrogenita




Postupy Cisténi
destilace

» Destilace — teoreticky odstrani vSechny
slozky, prakticky jsou strhavany tézké kovy
z elektrod (Cu, Zn, Fe)

» Redestilace — kfemenné aparatury

Nevyhoda — naklady na vodu a elektrickou
energil




Postupy Cisténi
reverzni o0smoza

* Nevyhoda — mala kapacita, nevycisti uplné




Postupy Cisténi
delonizace

» Kolony se smésnymi ionexy — katex + anex
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Postupy Cisténi
elektrodeionizace




Postupy Cisténi
odstranovani org. latek

» Specialni patrony s aktivnim uhlim a jinymi
sorbenty

e UV — 180 nm + 254 nm
- oxidace org. latek,
- likvidace bakterii




Postupy Cisténi
filtrace

 Membranova — vetsi pory — bakterie




Kaskadovy systém

kombinace
River 32 Falishing
Pralradm anl sm osis Shor s Sydams

Teipe Point of
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Kaskadovy systém
kombinace
Millipore

Direct-Q™ Ultrapure Water Systems

FUI’II’)-’ tap water fo Type | water
in a single, compact system i

Find it Quick!

P Direct-Q Applications
P System Specifications
b Ordering Information




