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Separace

kvalitativni
o Analytické 88
\

kvantitativni

¢ Preparativni

Charakterizace - pI, MW, spektra, AMK ...



Separachi metody

¢ Vychazi z klasickych metod
chemické analyzy

¢ Uplatnuji se zde i specialni
metody



Problémy se vzorkem

o Komplexnost
o Mala mnozstvi

o Labilita



Zasady pro praci s biologickym
materialem

1. Teplota

2. pH + iontova sila
3. Koncentrace

4. Pénéni

s. Lokalni prebytky

6. Proteasy, RNAsy,
DNAsy






Planovani separace



Cil izolace

¢ Ziskani homogenni bilkoviny
¢ Zachovani biologicke aktivity
+ Cistota

Zaver . ziskat vzorek o patricné
Cistoté s vynalozenim
patricneho usili




Volba vstupniho materialu

¢ Preparat z daného organismu

¢ Preparat s nejvetsim obsahem
dane bilkoviny

¢ Preparat s nejmensim obsahem
necistot



Volba a kombinace separachnich
metod

¢ Selektivita

¢ Rozlisovaci schopnost

+ Kapacita

¢ Zpetny vytezek

+ Naklady - material, pristroje, clovek
¢ Stupen zredovani a koncentrace

¢ SlucCitelnost mezi metodami

¢ Znalosti o dané bilkoviné (pI, MW)



Zakladni zasady

o Na zacatek zaradit metody s vysokou
kapacitou a malym vytézkem a
rozlienim Jlelké mnoZstvi levného
vstupniho materialu

. PozdeJ| metody s vysokym rozllsenlm a
vyteézkem, kapacita méné vyznamna

Blc vzorku jiz investovand prace



¢ Poradi volit tak, aby metody na
sebe vhodneé navazovaly

¢ Metody zredovaci kombinovat s
metodami koncentrujicimi

+ Metody nepouzivat opakované



Sledovani prubehu separace

Metoda Celkova Celkova Specificka | Precisténi Vytézek
bilkovina aktivita aktivita
extrakt 100 100 | - 100 %
HIC 50 99 1.99 1.99 99 %
IEX 25 735 3 1.5 75 %




Sledovani prubehu separace
SDS PAGE

. Standard

. Puvodni vzorek

. Nenavazaneé proteiny
. Eluované proteiny




Stanoveni koncentrace
bilkoviny




Kjeldahlova metoda — stanoveni
N2

¢ Mineralizace vzorku —/prevedeni

organického N na
NH,*

¢ Stanoveni NH,* - titrace, fotometrie,
selektivni elektrody



Kjeldahlova metoda — stanoveni

Kjeldahl's trap
> N
Organic cnmpgun
+Conc. stnq.

+ Cusqql

Contents of -
Kjeldahl's flas e,
after digestion]| === e




UV spektrofotometrie

¢ 280 nm - aromatickée AMK
interference nukleotidl

¢ 180 - 230 nm - peptidicka vazba

Vyhody - nedestruktivnhi metoda
- neni treba kalibrace



UV spektrofotometrie
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UV spektrofotometrie

NOMOGRAPH
By E. Adams

Based on the extinction coeflicients for enolase and nucleic acid
given by Warbug and Christian, Biochem. Z. 310, 384 (19432},

DIRECTIONS: Using a ona cm. ight path, determine the optical
density of the sohdion at 280 and 280 nm. Flace a straight edge so
as to imtarsect the observed readings on the 260 and 280 scalas,
Read the protein and nucleic acid concentrations where the: straigth
edge crosses the left and rigth hand scales, respectively.

2.000 2.000
1.800 1.800
1.600 1.600
1.400 1.400
1.200 1.200
1.000 1.000
0.800 0.800

0.600




UV spektrofotometrie

¢ (mg/mL) = 1.55 A280 -10.76 A260

¢ (mg/mL) = (A235 - A280)/2.51

¢ (mg/mL) = (A224 - A233)/5.01

¢ (mg/mL) = A205 [27 + 120 (A280/A205)]



UV spektrofotometrie

Edelhochova metoda

pri znalosti aminokyselinového sloZeni je mozné spocist extinkcni
koeficient proteinu e,g,. Podminkou je pritomnost tryptofanu nebo
tyrosinu v molekule.

€,50 = NTrp.5500 + nTyr.1490 + nCys.125 (M-l.cm!)



VIS spektrofotometrie

« Pridavek ¢inidla Jllarevny derivat
¢ Destruktivni metoda

¢ Nutna kalibracni zavislost



Biuretova metoda

Princip : Cu2* vytvari v alkalickém
prostredi komplex se 4 N

peptidicke vazby

~
~
~
~
~
~
~

Cu2+
Méreni : 540 - 560 nm
310 nm




Folinova metoda

Princip : hydroxyfenolova skupina
tyrosinu redukuje
fosfomolybdenany (Folin
Ciocalteovo reagens) na
molybdenovou modr

Méereni : 725 nm

tyry Tyrosin



Lowryho metoda

Princip : kombinace Folinovy a
Biuretové metody

Méreni : 600 nm



Lowryho metoda

pééMve

biuret AN

fiegative:

oLOWry¢ b 158 ﬁ'},@ﬁ. 19e from blue

tyr v Twrosin




Metoda dle Bradfordove

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




Metoda dle Bradfordove




BCA metoda

Princip : Na* sul k. bicinchoninové
(BCA), komplexuje Cu* tvorené
reakci peptidove vazby s Cu?*

cOOH COOH

RGeS
|/\
N N




BCA metoda

STEP 1.
Protein + Cu2+ OH"_ cu1+

Cu+2BCA—




Fluorescence

Princip : - vazba fluoroforu na
bilkovinu [héreni vzniklé
fluorescence (OPA)

Meéereni : exc.340 nm
em.440 nm

- zhaseni fluorescence pridavkem
bilkoviny



Polarografie

Princip : Brdickova reakce — SH skupiny
bilkoviny vstupuji v pritomnosti
Co2* katalyticke reakce na Hg
elektrodé v-roud




NejCasteji pouzivané metody

Metoda Rozsah (ng) Poznamka
Biuretova 0.5-5 okamzity vyvoj
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




NejCasteji pouzivané metody

Stanoveni

Citlivost

Presnost

Interference

Biuret

0-1mg

Vysoka,
nezavisla na
aminokyselino-
vém slozeni

Aminoskupiny
[Napr. (NH;)2SO4]

Lowry

0-0.1mg

Céasteéné
zavisla na
aminokyselino-
vém slozeni

Kyseliny, chelatory
(EDTA), reduktanty
(DTT, phenol),
(NH4)2SO4

Bradford

Zavisla na
aminokyselino-
vém slozeni

Detergenty
(SDS, Triton X100,
mydI|o)

BCA

Vétsinou
nezavisla na
aminokyselino-
vém slozeni

Redukujici latky (2-
merkaptoethanol,
DTT), chelatory
(EDTA)




Stanoveni biologické
aktivity

Enzymatickeé,imunologicke,
toxicke, hormonalni
receptoroveé atd.






Obecné schéma
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Mikroorganismy

Bakterie, kvasinky, plisng, rasy

Vyhody - Ize jej snadno ziskat v dostatecné
mnozstvi
- selekce mutantu o pozadovanych

vlastnostech

- geneticke inzenyrstvi
- termofilni organismy - _
- psychrofilni organismy N E-
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Mikroorganismy
Czech

Collection of
\R Microorganisms

*CCM uchovava vice nez 3 000 kmenu bakterii (as1 1 400
druhti) a 800 kmenu vlaknitych hub (piiblizné¢ 550 druhu),

které nabizi ve svém Katalogu kultur.

*Specializovana sbirka vodnich hyfomycetii obsahuje asi
500 kmenu (60 rodu se 130 druhy).



Selekce optimalnich producentu

¢ snadne ziskani producenta
+ snadnost purifikacnitho postupu
¢ maximalni produkce enzymu



Mikroorganismy

Bl mnozstvi proteinu B mnozstvi proteinu

lll



Bezobratli

\ =

Hmyz, plzi, mlzi

Nevyhody - malo se pouziva, nesnadno se
ziskava




Zivodisné tkané

¢ Laboratorni zvirata — mysi, krysy,
kralici

¢ Jatecni zvirata - organy, krev

o Clovék - téIni tekutiny




Rostlinné tkané

Spenat, fepa, hrach, tabak, Arabidopsis
thaliana




Manipulace s biologickym
materialem
¢ Pokud mozno zpracovat co nejdrive

e Zmrazeni - pri — 60 - 80 °C

¢ Rozmrazovani - co nejrychleji



Rozbiti a extrakce



Bakterie

A Gram positive b Gram negative

Citer membrans
Peptidoghycan layer

Fil

Cell wal peplidogycan

Cytoplssmic membrane 5 * ; ;

Inchsion body T iy i I Inclusion body

Chromosome A DR - U % e Chramosame
Hiboeome _"_ : = — -~ L o A ___?"ﬂ__::" - Rbo=cme

= __-,—-'-‘Lr'—iﬁi . Periplasmic geal

i : g

Flagelum o L - == Hagelum

Surface proteire

Call wiml cific
polysacchande —
Call sl 5 } ) .
teichaic acid ;- o " ;__cl—D-armgen
Membrane
lipotsichaoic acid

Lipoprotsin m
ek blsf—ﬁ:-nn

Periplasm OMPA protein
—— Peptidealycan
B — Phospholipids

Cytoplezmic i | R Cytoplesmic
mem brans d R membirars

Protein




Bakterie

¢ Zalezi na lokalizaci
e Extracelularni

e Intracelularni
Cytoplasma
Periplazma

_/




Balotina

Princip — jemné sklenéné kulicky
pridany do bakterialni
suspenze a rychle trepany
nebo michamy - nutno chladit




French (X) press

Princip — zmrazena bakterialni
suspenze protlacovana malym
otvorem, pricemz dochazi k

rekrystalizaci a rozruseni
bunek




French (X) press

Mechanical Press

Pressure Cells




Ultrazvuk

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




Lysozym + osmoticky Sok
(mirny osmoticky Sok)
Princip — lysozym rozrusi bunécnou
stenu, nasledne je bakterialni

suspenze zredena destilovanou H,0
— bakterie popraskaiji

\/\/

}\



Dalsi

¢ Alumina Al,O5 - roztirani v treci
misce

o Opakované zmrazovani a
rozmrazovani



Yeast Cell Wall

Kvasinky

~ Mannoprotein

--u. 1;.“{“5.1..1.1,1. q,J,'q,. TeCeier — f-Glucan

FASEE AR ..m"i."ﬁitt 448 r‘f{ t“.L N
.':'..‘.::1".‘.'.1: w:-:_:,-,y fv;,-, — f-Glucan + Chitin

wrlrd B .
— Mannoprotein

— Mambrane




Kvasinky

Toluenova autolyza

Princip — toluen extrahuje pri 35 -40
oC fosfolipidy buné&cné stény |l
osmoticky Sok [llihzymova
autolyza

Balotina, French press,



Zivodisné tkané

¢ Bez bunecne steny
+ Velmi krehke
¢ Tkanove kultury

Anatomy of the Animal Cell

Microfil Mitochondria
crofilaments 3 —

FyRasme \ e ¢, , Endoplasmic
Peroxisome WALE Reticulum

 Nucleus

% Nuclear
~ Pores

Nucleolus

Nuclear
-~ Envelope

" Chromatin

Rough
Endoplasmic
Reticulum

Endoplasmic .
neﬂﬁumm Ribosomes Figure 1




¢ Rucni homogenizatory — Potter -
Elvehjemuv §#







Rostlinné tkané

¢ Silna bunécna sténa - celulosa
o Tkanove kultury krehke




Rostlinné tkané

¢ Rozruseni bunécnée stény pomoci
celulas,

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



Optimalizace extrakce

e Teplota — 4 - 6 °C chlazeni

¢ pH - optimalni pro danou bilkovinu -
prace v pufrech

o I — v prostredi o definované iontove sile

« Pfidavky latek - EDTA, B
merkaptoethanol, kovové ionty,
inhibitory proteas




Inhibitory proteas

Protease i i Metallo-
Inhibitor proteases”

Phosphoramidon

Bestatin
(aminopeptidases)

a,-Macroglobulin

Inhibitors included in the set Specilicity of inhibition Quantity Supplied

Antipain-dihydrochloride FPapain. Trypsin, Cathepsin A and B Jmg
Aprotinin Trypsin, Plasmin, Chymotrypsin, Kallikrein (1.5 mg
Bestatin Aminopeptidases 1.5 mg
Chymostatin a-, B-, v-, 8-Chymotrypsin 1 mg
E‘Ed ':.:'rb-ll.!jll‘l.' pl edases :] T
EDTA-Na, Metalloproteases 10 mg

Leupeptin Serine and Cysteine Proteases such as Plasmin (1.5 mg
Trypsin, Papain, Cathepsin I3

Pefabloc SC Serine Proteases 20 mg
Pepstatin Aspartic Proteases 1.5 mg
Phosphoramidon Metalloproteinases, specifically Thermaolysin 3 mg




Separace subcelularnich

organel
Organela Tihové zrychleni | Cas
Eukar.bunky 1 000 g 5
Jadra, chloroplasty 4000 g 10
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
Endoplazmaticke retikulum Glukosa-6-fosfatasa
Goldiho systém galaktosyltransferasa
Peroxisom katalasa
Lysozom Kysela fosfatasa
Mitochondrie in cytochromoxidasa
Mitochondrie out monoaminoxidasa




Membranove vazane bilkoviny

peripheral




|lzolace membranovych bilkovin

¢ Chemicky - detergenty, chaotropni
soli, organicka rozpoustéedla, nizka
iontova sila,

¢ Fyzikalné - homogenizace, sonikace

¢ Enzymaticky — fosfolipasy, lipasy,
proteasy



Detergenty

hydro-
phob|c polar

@

monomer
micelle




Detergent

Detergenty

koncentrace

odstranéni

aplikace

ANIOGENNI

SDOS(dodecyisuliat sodny)

= 10 mg/mg
prof.

denaturace protein,
pouziti pro DNA, PAGE

DOC {deoxycholat sodny)

0,1-10 mg
membr. lipidd

solubilizace
membranovych proteinl

N-lauroylsarkosin

01-1.5%

solubilizace membr.
prot_, pfiprava antigenu

KATIOGENNI

CTAB (hexadecyltrimetiyl
amaoanium bromide)

rozpousti membrany,
tvoli komplex s DNA,

odstranéni polysacharidd

NEIONOGENNI

Triton X-100

[octylphenolpoly(ethylienghoco
lether),]

1—5mM

solubilizace proteinl

Tween 20

[poly{oxyethylens),, sorbitan-
mionolaurate)

= 10 mg/mg
membr._ lipid;

imunobloty, ELISA

AMFOTERNI

CHAPS (3-(3-

cholamidopropyl dimethylam
moniol-1-propanesulfonate)

6,5-13 mM

solubilizace
membranovych proteind




Detergenty

Examples of Detergents and Their Properties

Name Structure

CMC N (MW)

H,C
Nonidet® (N) P-40 O-(CH, CH,0)—H
n=9-11

sodium dodecyl S
sulfate (SDS) Mg e Ve VA

sulfobetaine e He, . %N
(8812) N VP g g NN

S
AN

HsC

OWCHE’

n-octylglucoside

deoxycholate

100-155

0.3 mM (647)

8.3mM 62 (288)

3.6mM 55 (336)

14.5 20-25
mM (292)




