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metody v genomice a proteomice — proteomika

sylabus

lekce 1 02-04-13

Pfiprava proteinovych izolatl a frakcionace/separace proteind a peptidd — zakladni metody
izolace proteinl z rlznych typl vzork(; elektroforetické separacni techniky (IEF, SDS-PAGE, 2-D
gelova elektroforéza, DIGE, aj.); kapalinové chromatografické techniky; separacni postupy pro
analyzu fosfoproteind a glykosylovanych proteinll, vicerozmérné postupy pro analyzu
komplexnich proteinovych vzorkl

lekce2a3 09-04-13 a 16-04-13

Hmotnostni spektrometrie proteint — zakladni typy ionizace (ESI a MALDI) a MS instrumentace
(TOF, iontova past, FTMS, hybridni pristroje); metody identifikace proteinl; charakterizace
modifikaci proteind; metody kvantifikace (relativni a absolutni kvantifikace)

lekce 4 23-04-13
Analyza proteinovych komplext — izolace (tagy, MS analyza), charakterizace (analyza protein-
proteinovych interakci, lokalizace), rekonstituce (funkéni studie — architektura komplexu)

lekce 5 30-04-13

Metody makromolekularni strukturni analyzy — krystalografické techniky, NMR, cirkularné
dichroicka spektroskopie - vyhody a nevyhody; zakladni postupy proteinové krystalografie -
makromolekularni krystalizaCni techniky, difrakéni experiment, fazovy problém a metody jeho
reSeni, mapy elektronové hustoty, strukturni model a jeho zpresnovani

lekce 6 07-05-13

Priprava rekombinantnich protein( — vybér hostitelského organismu pro expresi rekombinantnich
proteinl; expresni systém E. coli; struktura expresniho vektoru; vybér hostitelského kmene E. coli
s ohledem na mozné problémy jako toxicita proteinu, vyuzZiti kodonu, stabilita proteinu; cilend
exprese proteinu; inkluzni téliska a moznosti optimalizace exprese proteinu v rozpustné forme;
zasady pro Cisténi proteina; zakladni typy chromatografii; sledovani cCistoty proteint; fuzni
proteiny; afinitni purifikace; uchovavani Cistych protein(



[sylabus]

priprava proteinovych izolatt

frakcionace/separace proteinti a peptidi

. elektroforetické separacni techniky
: kapalinoveé chromatografické techniky
. afinitné chromatografické techniky

: vicerozmeérné postupy pro analyzu komplexnich proteinovych vzorku

: zakladni metody izolace proteint z rliznych typU vzorku



VIl.

[separace proteinﬁ/peptidﬁ}

: jaka separace?

:: Uroven
:: technika




[ separace ]

oddéleni komponent(y) ze smési latek v prostoru (a ¢ase)

(separace) pavodni smés
izolace,
(s)+(eparace) purifikace,
preparace Easteénd
separace
(S e) + (p a) + (r a) + (c e) frakcionace

(S) + (e) + (p) + (a) + (r) + (a) + (C) + (e) uplna separace



hledame jehlu v kupce sena
: slozité smési

:: vydéleni proteini/peptidl z b. obsahu
:: vydéleni Zadanych proteini/peptidl ze smési

preparativni separace
: ziskani casti z celku

analyticka separace
: separace na individua za ucelem dalsi instrumentalni analyzy
:: hmotnostni spektrometrie atp.



[separaém’ vlastnosti aminokyselin/peptidﬁ]

velmilmalé malé

alifatické

aporné

aromatické nabité

nepolarni



multifunkcni struktura aminokyselin/peptida
: ndboj
:: kladny — N-konec; bocni retézce (primarni amin, guanidin, imidazol)
:: zaporny — C-konec; bocni fetézce (karboxyl, hydroxyl)
: stabilni dipdly
:: polarni boéni retézce (Trp, Tyr, Thr...)
: indukované dipdly
.. alifatické bocni retézce (lle, Leu, Val...)
: reaktivni skupiny
:: Cys, Met, Lys, Asp, Glu...
faktory ovliviujici separaci
: pH
: polarita prostredi
: iontova sila
chromatografické metody
elektromigraéni metody

membranové separace



[kapacita separace]

(peak capacity)

schopnost separovat

: poCet dobre rozliSenych (R > 1.5) pikd (n) po dobu separace (tg, az tg..,)

t 78 pika
— Rmax
n=— . |
j |
2 I, L | o |
,! .‘.‘v . ’ ’ -~ '
w —Sirka piku pri zakladné
j — pocet piku v separaci (za ¢as tg ..,
64 pika

maximalizace kapacity separace
: delsi ¢as separace (v jednom rozméru)
: spojovanim vice rozméru Ci technik (hyphenation)



[ elektroforetické separacni techniky ]

zakladni principy

elektroforeticka metoda — separace dle naboje, tvaru atp. v elmag poli

y= 9
6rn-n-r-v uﬁ::Q'A—B
“ M

elektroforeticka pohyblivost p
n viskozita, r polomér, Q naboj a v rychlostiontu  Joklova rovnice
A, B konstanty, M molekulovd hmotnost
Q naboj
n
Mesr = ZM ' X
L logu =logy, K- [M|

efektivni pohyblivost p

x molarni zlomek latky vztah meazi velikosti poru a pohyblivosti

K konstanta obsahujici vlastnosti nosice
K, pohyblivost bez nosice, u pohyblivost v nosi¢i 10



gelova elektroforéza
(GE, gel electrophoresis)

: separace v gelu a elektrickém poli

(0] 0
He=c—< . ™
NH, N1, hustota gelu

akrylamid metylenbisakrylamid (p rocento zesitovani;
pomér akrylamidu a bis-akrylamidu)

polyakrylamidovy gel

2. . A
SO;  peroxosiranovy anion

|

'OSO; volny siranovy radikal ‘L % ZeSitlova’nll
= snadnéjsi pohyb velmi hmotnych molekul

Y

LI
2 L 12% — b&#né pro 15 kDa — 60 kDa
polyakrylamid o 8% — molekuly 30 kDa — 120 kDa
H,Cc——cH _CHZ_CH_HQC—L!H 25% — < 15 kDa;
con, Conm, specialni protokol podle Schaggera-von Jagowa

peroxosiran amonny
: iniciator

tetrametyletylendiamin (TEMED)

: katalyzator viskozita ~ ~100 m2 st

pramér kavity (12%) ~ 4.4 nm



_ . . . denaturujici PAGE
: vzorek se pred analyzou denaturuje
(+ EtSH, 95 °C, 5 min) (SDS, Ldmmliho)

:: rozbiti disulfidickych mustkU : separace dle M,,,

:: sbaleni do konformace nahodného klubka (random coil )

: vodici barva

, v nativni protein
:: bromfenolova modr

nabité oblasti

hydrofobni oblasti

nedenaturujici (nativni) PAGE

— +

(nativni)

] po denaturaci SDS
: separace dle pl, tvaru i M,,

dodecylsulfat

Vi ° Y o o 7 v ?':-_';——-I_z_;_—_—.—;d_—— dny
separace kyselych a bazickych proteind zvIlast =

: vodici barva

’ v ’ - N\Z.\ =
o bromfenoI?va m?dr pro, kysgl? HaC\N/Q[S/;:L&,CHa
:: metylenova modr pro zasadité &H O GHa

separace kyselych a bazickych proteinti dohromady
: udéleni jednotkového naboje bez denaturace

modra nativni PAGE (blue native; BN-PAGE) — CBB R-250 (~ 1 g na 1 g proteinu)

bezbarva nativni PAGE (c/lean native; CN-PAGE) — n-dodecyl-B-maltosid a digitonin

12



V 4 V 4

usporadani

sklenéna .
o hieben
kapilara
/ koncentracni
gel
separacni
gel
— —
mezernik
skla:
predni , o
zadni l uchyty ramt
ram
. stojan na ramy

. pryzova
kolicek podlozka




zakladni provedeni

1. ke vzorku se prida vzorkovaci pufr
2. vzorek se nanese do jamek
3. gel se umisti mezi elektrolyty a aplikuje napéti

4. oplachne a obarvi

vzorek //
vzorkovaci //
jamk
katoda (::)—————\ ! A Y
|

il

sklenéné A S i :
desticky gl ok

retencni faktor

anoda




vizualizace
(staining)

Coomassie Brilliant modr (CBB; fixovani, barveni, odbarvovani)
stfibro (+ Na,S,0;, + AgNO,, + formaldehyd /iniciace red./, stop — kyselina
octova)

SYPRO rubinova — fluorescencni
Zn?* + imidazol, + ZnSO, ; negativni barveni (zdny neobarvené), odstranitelné

Cu?* + CuCl,; negativni barveni (zdny neobarvené), odstranitelné

s +

Ag Agt A +
g g A
Ag+ A &) 4 O
+ 0
Ag® g Aqo Ag A.qo Aqo e
+ + — + = o — .
M g’ Ag AT o Ag A Af w—
A . Aq - -——~
Ag- AT g’ AT (A Ag A5 Af AJ —
| : : "

nasyceni ionty Ag* jejich autokatalyticka redukce

Lo
o

barveni pro MS
: CBB R-250 (ne koloidni G-250)

: stribro (nizkd koncentrace vzorku)
15



kvalitni, ale omezena separace (M, pl)
: extrémy pla M,,

97
vyuziti 68

: separace jednodussich smési (1D PAGE)

: separace slozitych smési (2D PAGE) >

: identifikace proteinG
:: neprimeé spojeni GE-MS
:: primé spojeni CEGE-MS

: problémy se zpracovanim gelu

16



prenos (otisku)
(blotting)

prenos analytu z gelu na membranu
: dalsi zpracovani informaci
: manipulace se separovanymi analyty

princip
: aplikace sily kolmo k roviné gelu (difuze, elektroforeticka mobilita)

materialy membran
: nitroceluldza, polyvinyliden fluorid (PVDF)

proteiny

detekce — monoklonalni protilatky

Westernuv prenos (1979) ,
=> imunoblot

17



gelova elfa

-

=

-

vizualizované zony

prenos na membranu

‘

aplikace Ab 3

<_/
\
-+

detekcni technika

/A\%.

detekcni
sonda

&
=

)

18



kolonova (prutokova) preparativni gelova elektroforéza
(CEGE, column nebo continuative elution gel electrophoresis)

: technika podobna plosné GE — primarné preparativni (labilni proteiny)
:: prevazne SDS-PAGE

: vhodna pro on-line spojeni s detekénimi technikami (MS)

separacni

pufr | lf

eluéni pufr

gelova kolona

|

separacni zény

V e—— ¢
——
/-—-ﬁ\

(oo

— separacni pufr

—
h-_.__—"l

elucni komora

. T
7’
b
\
- .
(]
\
/ A\
~ - -
\ % .
‘ 2

sbér frakci



izoelektricka fokusace

. separace v gradientu pH, v elektrickém poli  !EF; isoelectric focusing)

(a gelu)

pH
3 456 67 89 1

4 gradient pH 10
I T N N O O A A

e
el e GG
=) =) = = D e e e e e
a2 A 2 2 IR W R X
S e R T R T

p!
u=0 1

20



keramické chladici desky
(Joulovo teplo)

SO

zdroj napéti

v 4
nastavitelné zdroje napéti
(elektrody) ramy pro klasické IEF v gelu
pro riizné aplikace stejné jako pro IPG

(immobilised pH gradient)

21



izoelektricka fokusace mimo gel
(IEF off gel; OFFGEL)

: peptidové/proteinove specifické
: spiSe frakcionace nez separace

. artefakty v MS

vyuziti

’

: neprimé spojeni
s detekcni technikou

elektroda

- . . - .
. . . . o . . . .
. . . .
. ol ol ol .
. e 0@ - o . "
s Sloe ol %, @

gelovy prouzek s amfolyty

pH gradient

cely prostorové pokryvaji rtizna pl/

| '\jh : .u.l . "\J:‘ E ;\J“ '-l\}-.a. : lb y .&b o {

| |
|f

proteiny s rtiznym pl skon¢i v riznych celach

. av R

a® a e FHLET

e * 0"
es 0 asee

. e -1

ae o® L

.o o
p “se

se o @

Sgee o o

LR s e e

Y
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kapilarni zonova elektroforéza
(CZE, capillary zone electrophoresis)

: separace v elektrickém poli (s vyuzitim elektroosmazy)

Si 0 Si 0 Si (o} Si 0
ete

elektroosmoticky tok
(+) '

anoda

e s R .
O  ¢*e 0O éte 0O ste 0O o'»
Si O—Si O0—sSi O0—S8i 0

{+1 hydratované kationty

oo /,* oo r*o

silika
S$i—0 8 0
- e - e
P o "N

P e
ete O eote

Si O0—si 0

silika

adsorpce na stény separacniho kanalu
: reSeni CGE (fyz. i chem. gely)

mala kapacita, nastrik cca 20 nl

S$i—0 80
o- (,t o (.?
L N L S

celkova migrace

e e
0" ete O ote

Si 0—si 0

vyuziti

-)
katoda

0~ «ts TN

Si 0O

migracni Cas

prvni rozmeér spojenych technik
: nutny kapalinovy spoj pred MS
: nebo zachytova kolona

23



[ kapalinové chromatografické techniky ]

zakladni principy

chromatografickd metoda — separace distribuci mezi dvéma fazemi

stacionarni faze (SF) — pevn3, kapalna mobilni faze (MF) — kapalng, plynna

distribuce slozek — separace v toku dle polarity, naboje a velikosti

II II
aA CA
aA CA

distribucni koeficient K (pomér D)
A separovana latka, | faze stacionarni, Il faze mobilni
a aktivita, c koncentrace

nastrik

\\ M\ \\ \l \\ \\ \\ \J‘ \\ \\ \ .
. ._\,% e

a0 3 Seh
- - L] L] . L L] L] L]

L VU W G W W G SR N S S W

AL

v P "

R
g™ ~ m
- -

S
- - - - - - - - -

A S W G W U Y G O G S
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zaznam + vyhodnoceni zakladni provedeni

(= e EER Y
a
[ =}
kolonanuil[:I s || MF
N s ) : eluéni sila

:: kontrast k SF

— D . tok
t-

cerpadio néstfik detektor odpad : retenéni Cas
: mrtvy retencni ¢as

e)uojoypaid

g

SF — sférickeé castice, monolity
: polarni (NPLC, HILIC), nepoléarni (RPLC, HIC) : rozliseni
: iontové vyménné (anex, katex; IEC)

: molekulova sita (GPC)

kolona
eluce : klasickd — 10 aZz 250 mm
: izokraticka : mikrokolony (max 5 cm), kapildrni kolony

: gradientova (>15 latek)

detekce

: spektrofotometricka, hmotnostni spektrometrie
: fluorescence — derivatizace 25



iontové vyménna chromatografie
(IEC, ion-exchange chromatography)

: separace nabitych latek na nabité SF

tok MF iont SF + protiiont opacné polarity
l l l Eastice SF : vymena protiiontu za iont analytu
. wxtreg : vymeéna iontu analytu za iont elu¢ni MF
o to— : vymena iontu elucni MF
_ﬁ§+ "—x-‘ R iy analyt A” za pGvodni protiiont
+ + & ® Q0
—xa(_*_xt. .x_ x—' iont X* , T .
o 0. X maly speC|,f|cky naboj p.rot,elm.J o
+ 3 ¥ : na rozdil od anorganickych iontu
o T : C a N-konce a pét nabitych AK
vyusitl .. tri kladné, dvé zaporné

: zachovani nativity/ndboje

: méneé ucinna separace protein( )
:: SF s mezerniky

: prvni rozmeér 2D-LC-MS
:: odsoleni vdruhém rozmeéru
: SCX prfipH=3

26



chromatografie na obracené fazi
(RP-HPLC, RPLC, reversed phase chromatography)

: separace nepolarnich latek mezi SF a MF o ruzné polarité
:: MF je polarnéjsi nez SF

molekuly analytl se déli mezi SF a MF na zakladé své rozdilné polarity
: méné polarni latky setrvavaji v systému déle
: nez latky polarnéjsi
peptidy (i proteiny)

O . prevazné slabeé polarni az nepolarni
analyt
e N i —> jontové-parovaci maod
Q (TFA, FA, AFA)
\h N vyuZziti
rorooni .« g0 .« o
i‘:,terakce : separace peptidu (C18, C12), proteinu (C4 - 6)

: druhy rozmér 2D-LC-MS
:: vysokeé rozliseni, na monolitu rychlé
| Eastice SF :: kompatibilni rozpoustedlove s MS
. IP-RPLC pfi pH = 3 nebo pH = 10

—0

27



chromatografie s hydrofilnimi interakcemi
(HILIC, hydrophilic interaction chromatography)

: separace polarnich latek mezi SF a MF o rGzné polarité
:: SF je polarnéjsi nez MF

molekuly analytl se déli mezi SF a MF na zakladé své rozdilné polarity
: polarnéjsi latky setrvavaji v systému déle
: nez latky méné polarni

organicka MF

¢ o

\ a"a'yt\ o SF 9 vyuziti
A o © : separace peptidu a proteinu
S i : prvni rozmeér 2D-LC-MS
o T castics :: poldrni separace s vysokym obsahem organiky

nosice SF

28



chromatografie s hydrofobnimi interakcemi
(HIC, hydrophobic interaction chromatography)

: separace nepolarnich latek mezi SF a MF o ruzné polarité
:: MF je polarnéjsi nez SF

molekuly analytl se déli mezi SF a MF na zakladé své rozdilné polarity
: chaotropni soli odstrani solvatacni obaly a exponuji nepolarni skupiny
:: (NH,),SO,
. anti-chaotropni soli je zase obnovi
:: KSCN a KCIO,

velky vliv teploty
chaotropni
soli

vyuziti
: separace proteinu (C4 — 8)

29



molekulova vylucovaci chromatografie
(SEC, GPC, GFP, size exclusion chromatography)

: separace latek o rtzné velikosti pomoci sitového efektu
.. de facto nejde o chromatografii

molekuly analytl se déli mezi na zakladé své rozdilné velikosti
: vétsSi molekuly se nevejdou tak hluboko do poru SF
a setrvavaji v systému kratsi dobu
: mensi molekuly se do nich vejdou hloubéji
a setrvavaji v systému delSi dobu
: MF latky jen unasi

vyuziti
: separace proteinU
: odsoleni smési proteinu
: frakcionace podle mol. hmotnosti
: prvni rozmér 2D-LC-MS
:: nepfrilis vhodna pro LC-MS — slozeni MF

30



trypticka smés peptidu z fosforylazy B

IP-RPLC c18  IP-RPLCPFP

pH = 2.6 pH =3.25 WMA%
50 0 6

retencni ¢as [min] retencni ¢as [min]
IP-RPLC C18
pH =10.0 SEC
0 retencni ¢as [min] 30 30 retencni ¢as [min] 45
HILIC SCX
10 60 0 45

retencni ¢as [min] retencni ¢as [min]

31



predikce separacnich vlastnosti na zakladé sekvence

komplexnost vzorku, nizka mnozstvi proteinu, ionizace
—> najdeme nas protein/peptid?

reten¢ni/migracni €as (t;/t )
: zavisi na chemickém slozeni; AK sekvenci

zname-li sekvenci, odhadneme retencni cas
: vétsSi pravdépodobnost nalezeni proteinu/peptidu

jak t/t_ odhadneme?
: numerické modelovani (hard modelling)

: poloaproximacni modelovani (semi-hard modelling)
:: SSRCalc, LCMSWARP, ScoreRidge, SVR

: aproximacni modelovani (soft modelling)
:: umeélé neuronové sité (ANN)

32



molekulové deskriptory (polo-aproximacni modelovani)

: délka peptidu, pocCet AK

: molekulova hmotnost (M,,)

: hydrofobicita (HydroMCalc)

: hydrofobni moment (uH; HyperChem)

. logaritmus teoreticky vypocitaného rozdélovaciho koeficientu
n-oktanol/voda (logP; Molinspiration)

: van der Waalsuv objem (VvdW)

: objem molekuly dostupny rozpoustédlu (VSA)

optimalni deskriptory pro ANN (chyba predpovédi t; 12 %)
: struktura ANN 27-3-1

: aminokyselinové slozeni

: délka peptidu

: logP

: hydrofobicita

: zadani 1. AK z N- a C- konce (rozdéleni do 7 skupin)

33



(AF, affinity chromatography)

[afinitm’ chromatografie]

: separace latek o razné afinité k ligandu pomoci specifické interakce

.. de facto nejde o chromatografii

nastrlk
N\,

; Ilgand analyt \;f g
:: enzym — substrat, inhibitor, koenzym ® protein 1 933 £ SP?
:: antigen — protilatka . protein2 93 8 |93
:: polysacharidy — lektin S 2 91‘%
:: vnesend znacka (tag) V4 |

:: Hisg, myc, TAP ;
ligand

: chiralni separace
.. cyklodextriny, makrocyklicka antibiotika

vyuziti
: purifikace, izolace
(: studium komplexu ligand-biomakromolekula)

eluce

G280

34



afinitni chromatografie s vazanym iontem kovu
(IMAC, ion metal affinity chromatography)

ligand — chelatacni ligand (napf. iminodiacetat; IDA) + iont kovu

eluce

: A teploty, pH, iontové sily
:: roztoky soli, kyselin, zasad

: A permitivity prostredi ()
:: organicka rozpoustédia

: specifickymi Cinidly
:: volnymi ionty kovu (Ga'"*, Fe'*, Ni'*, Cu'™*)
:: nizkomolekularnim ekvivalentem funkéni vazebné skupiny

izolace analytu

: ucinng, elegantni; selektivni separace
: z velmi slozitych smési |[atek bez dalsSich Cisticich postup

35



afinitni chromatografie s vazanym oxidem/hydroxidem kovu
(MOAC, metal oxide/hydroxide affinity chromatography)

ligand — TiO,, FeTiO,, ZrO, nebo Al(OH),
: lewisovské kyseliny, které interaguji s lewisovskymi bazemi (-PO,")

O, S
afinitni purifikace (enrichment) o 0o
. . o / \
: fosfoproteint/fosfopeptidl Tit Ti
O 00 O

vazba
: za nizkého pH (2 — 3); zabrana nespecifické vazby
: dalsSi aditiva — AcN (50 — 80 %), mono- a dikarboxylové kyseliny

eluce :zvySenim pH (10-12)
: anorganické fosforeCnany
: organické baze (piperidin, pyrrolidin)

36



afinitni chromatografie pro glykosylované proteiny

ligand : konkanvaliny (napf. ConA)
. lektiny (LCA ¢ockovy, PNA arasidovy, SBA sojovy, WGA psSenicny,
UEA hlodasovy) .y

. boréty Ho. oF HO&OX/OH
0 _OH pH > 8 amn
\B/

rychla chromatografie proteint
(FPLC, fast protein liquid chromatography)

+ 2H,0

NH,

spiSe obchodni nazev fy Pharmacia

rozdily oproti HPLC
: stejné SF (mol. sita, iontoménice, polarni i nepolarni)
: nizsi tlaky — 3-4 MPa vs. 10-40 MPa
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magnetické kulicky (mag. beads)

$ - g analyt

® o ..

=’ %, ° *necistoty
.L‘ J

jiné nez kolonové systémy

magnetické kulicky

- vychytani
.’ o  analytu
| ] '.
-
J .~ odstranéni
_f ¢ necistot

& eluce
. @ . analytu

odebrani

\(/OD . ‘ analytu

Spicky (tips)

,.

Cipy (chips)

o

R, [
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[vicerozmérné separace]

podstatné zvyseni kapacity separace

j
700 —
2 o
: pfima (in-line) g . o
:: pfimy vstup do 2D z 1D £ — o - ==
— o

. nepfima (off-line)  — ¥

300 — ;_ g -

:: davkovani sesbiranych frakci 1D

komplementarita rozmért
(orthogonality) \/\/\_L
-

1.0 1;4 1.8
migracni cas [s]
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dvé dimenze [ 2D gelova elektroforéza }
- 1D — IEF
: 2D — SDS-PAGE

denaturujici gelova elfa
: SDS neni v gelu uz od polymerace (jako u 1D)
:: tvorily by se micely

pH 4.0

: jako zesitovaci ¢inidlo se uziva prvni rozmér
:: piperazindiakrylyl (PDA) IEF
9 S\ o pH 10.0
HZC:CJJ—N NJ-I—C:CHz
H _/ H l
:: diallyltartardiamid (DATD)
pHAO O xrywrx 1pH100
0] 0] -
H,C=C—C—NH HN—C—C=CH, il : ; .
H, OHOH H, H * ldruhy rozmeér
. . SDS-PAGE
:: bisakrylylcystamin (BAC)

o) 0
H,C=C L|\|/\SH-SH"“NJ_ﬁ:CHz
H H

thiosiran sodny v gelu snizuje pozadi pri barveni stribrem 20



vyZiva se i hustotni gradient (9 — 16 %) il

ve spojenych nadobach se micha
: roztok bez zesitovadla (B)
: roztok s max. koncentraci zesitovadla (A)

na vytoku se formuje rostouci gradient zesitovadla
. profil gradientu se urcuje tvarem nadob

nove také nelinearni pH gradienty v IEF

nutno chladit vice nez 1D (ha5-12 °C)

100 -

po obarveni
: denzitometrie
: fluorimetrie

opticka hustota (%)
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[ZD kapalinova chromatografie]

. pFima

:: smycky (prttoéné, vyparovaci), zachytové kolony

:: 1D pomaly, 2D rychly
:: paralelni méreni ve vice 2D

. neprima 144
:: nezdleZi na pratocich v 1D a 2D [S]n_
kompatibilita
: rozpoustédlova
: prutokova ]

SCX

10

12 14
[min]
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MF pro SCX (A a B)

o

A

odplyfiova¢ ¢gerpadla

nastrik SCX kolona

e i

\ misic

I
< gradientu
dvoucestny odpad
ventil
MF pro RP (A a B)
[ M\

zachytova
kolonka

v

L =
I I

odplyriova¢ cerpadla

—{——
F

odsolovaci rozpoustédlo

P>
14-ti cestny /

M —) otocny ventil
N =\ S ——
odplynovaé¢ ¢erpadlo
2 Py P RP kolona

MS/MS
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dvé dimenze
: 1D — IEC (SCX), RPLC, HILIC
: 2D — RPLC, HILIC

priklady praktického vyuziti

: IP-RP(basic)-IP-RP(acidic)-MS

: SCX—-IP-RP—-MS
: HILIC-IP-RP-MS

zachytova T
kolonka O - \
MAYI matrice

odpudiva
vrstva
(RP,SCX) /|

polarita SF
A
iontové -
IEC
polarni - NPLC
HILIC
nepolarni - RPLC IP-RPLC
t t f >
nepolarni polarni iontové
polarita MF
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spojené separacni techniky
(hyphenated techniques)

komplementarita rozméru
kompatibilita (orthogonality)
. principialni
: rozpoustédlova

. zvlastni rozhrani it ‘\A -
:: haprt. kapalinovy spoj | h

LP-IEF-SCX—RPLC-MS

:: frakcionace (20 frakci)

:: frakcionace (7 frakci z kazdé LP-IEF frakce)
:: separace (kazdé SCX frakce)
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[p‘r’iprava proteinového vzorku]

: pfiprava proteinovych izolatu
: frakcionace/separace protein(i a peptid(i

biologicky systém - izolace - charakterizace

cile
: zachovani Cistoty, aktivity a obsahu pro nasledné metody
. definovani vlastnosti vzorku a jeho akceptovatelnych necistot
:: vzhledem k vybéru analytické metody

prostredky
: komplementarni preparativni techniky
: minimalizace manipulacnich krok
:: akumulace chyb, ztraty materialu

: minimalizace kontaminovani vzorku prostredky preparace
47



[ vstupy preparace ]

: zdroj vzorku prirozeny nebo umély systém exprese protein(

. hostitel (prirozeny systém)
:: baktérie, kvasinky, rostliny, transgenni organizmy

. proteinovy obsah, kontaminace
: procesy lyze a cereni
: subcelularni (organelova) frakcionace

: selektivni srazeni

:: oddéleni rdznych material(
::: nukleovych kyselin
::: protein(
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[ zakladni postup preparace ]

trifazova purifikaéni strategie (C/PP)

: hruba izolace (capture)
:: rychlé odstranéni hlavnich necistot (a zakoncentrovani)
:: adsorpcni metody (IEC, AC)

. Cisténi meziproduktu (intermediate purification)
.. dalsi odstranovani necistot a zakoncentrovani
:: jiné techniky nez k hrubé izolaci (AC, HIC; odsoleni SEC)

. docisténi izolatu (polishing)
:: finalni odstranéni stopovych necistot (redi vzorek!)
:: nejCastéji SEC, nasledné zakoncentrovani (precipitace, UF)
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[kontrola postup preparace]

sledovani celkového obsahu proteinu

. jednoducha separace vizualizuje necistoty
:: denaturujici PAGE

sledovani specifické aktivity enzymti

: necistoty a okolnosti v prvni a druhé fazi mohou aktivitu inhibovat
.: teplota, proteolyza, oxidace, agregace atp.
: méeri se jako specificka aktivita na celkovy obsah proteinu

vytézek
: celkovy obsah proteinu
: celkova specificka aktivita na celkovy obsah proteinu
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priklad preparace enzymu
alkalicka fosfataza (ALP)

. periplazmaticky protein u E. coli
. defosforylace terminalnich fosfatt u ligaci DNA
: termostabilni, metaloprotein (Zn)

vstupni material E. coli
: fosfatova , dieta”

specificka lyze bunék E. coli
: aplikace sachardzy (snizuje turgor v membraneg, plazmolyza)
: aplikace lysozymu
:: centrifugace
::: oddéleni rozpustného enzymu od zbytkd bunék
:: dialyza na odstranéni lyzacniho pufru
: aplikace DNAzy

:: snizeni viskozity 1



alternativni lyze buneék E. coli — osmoticky sok
: aplikace sachardzy
: aplikace EDTA — zvyseni permeability membrany
: prenos do pufru s nizkou osmotickou silou
:: pouze periplazmatickeé proteiny
::: bez lysozymu, DNAzy a s nizsSi koncentraci sacharozy
::: méné kroku pfi Cisténi

odstranéni necistot
: tepelna precipitace termolabilnich bilkovinovych necistot
:: centrifugace srazeniny

: srazeni proteinu (ALP) siranem amonnym
:: odstranéni nebilkovinnych necistot
:: dialyza na odstranéni vysolovaciho cCinidla

: aniontoveé vymeénna chromatografie (SF — dietylaminoetyl)
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urceni vytézku a kontrola pribéhu
: stanoveni celkového obsahu proteinu

:: metoda podle Bradfordové o

:: denaturujici PAGE e _ .
: stanoveni enzymoveé aktivity -

:: s umelymi substraty (PNPP) — %

:: pNPP + H,0 - pNP + P, —

:: spektrofotometrie pfi 405 nma pH > 8
::: metoda konstantniho Casu
::: metoda konstantni koncentrace

O
A\ ,OH
P

\
O oH

absorbance
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stabilita (rozpustnost) roztoku proteinu

: slozeni roztoku
:: soli, latky s nizkou polaritou (org. rozpoustédIa), tenzidy

: okyseleni roztoku
:: posun mimo pl

: tenzidy
:: nesmi prekroCit ¢,,c (kritickd micelarni koncentrace)
:: membranové proteiny

: protokol zmraz-rozmraz
:: rychlé zamrazZeni na suchém ledu (3 min)
:: okamzité zahrati na 42 °C za intenzivniho michani
:: opakuje se az 3x
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srazeni proteinu pfi izolaci

: nezadouci srazeni
:: teplo, pH, vymrazeni, vysoleni, tézké kovy...

: renaturace
:: odstranéni tézkych kovl — chelatony
:: odstranéni chaotropnich soli — odsoleni
:: anti-chaotropni latky — mocovina
:: obnoveni disulfidickych muUstkl — glutathion, cystein, cysteamin
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vliv separace na izolat

: SEC — redi vzorek, meéni pufr
: [EC — zvysSuje iontovou silu roztoku a méni pH
: HIC — snizuje iontovou silu roztoku

ucinné kombinace separacnich postupli

hruba izolace > cisténi > docisténi
: AC>0 > SEC/RPLC

: |EC >0 > SEC/RPLC

: |[EC > HIC >SEC

pro vysoce nepolarni proteiny
. extrakce s SDS > 0 > SEC
. extrakce s SDS > HIC > SEC
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protein equaliser beads

[ proteinovy ekvalizér ]

metoda afinitni prekoncentrace peptida a proteint s nizkym obsahem
: ekvalizér — srovnani obsaht minoritnich a majoritnich slozek

ligandova knihovna — ¢astice SF s kombinatorickou knihovnou ligandU

1) ,,Cista” Castice SF je modifikovana prvnim ligandem; X typu ligandu
2) SF prvni/n-té ttidy je rozdélen na X dilG

3) kazdy X-podil je modifikovan druhym/(n+1)-vym ligandem

4) jdina 2)

vzorek
pocet , knih“ : XX >
(& vazba vymyti
l na ligandy nadbytku
Yy 4 [ ] [ ] v é O C
vhodng r:ro aflnl.tn: separace f\)\;r\( P o0
: proteint a peptid(i QP — O L — 8
(ligand —aminokyselina) -~ Oof. Oo! '
N ) : ' ekvalizovany
: nukleovych kyselin ligandova l eluat
knihovna

(ligand — nukleotid)



komercéni izolacni soupravy
(protein isolation kit)

GST-Bind™ Purification Kits
His-Bind® Purification Kits
Magnetight™ Oligo d(T) Beads
MagPrep® Streptavidin Beads
Protein A and Protein G Plus Agaroses
S-Tag™ Purification Kits

Streptavidin Agarose

T7-Tag™ Affinity Purification Kit

ProteoSpin™ CBED (concentration, buffer exchange and desalting) Maxi Kit
: snadné odsoleni a zakoncentrovani

ProteoSpin™ Detergent Clean-up Micro Kit
: odstranéni detergentd
:: SDS, Triton® X-100, CHAPS, NP-40 a Tween 20
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C7021 Separacni metody A
: podzimni semestr
: teorie separace, kapalinova chromatografie, preparativni separa-
ce, chiralni separace

C8022 Separacni metody B
: jarni semestr
. elektromigracni metody, plynova chromatografie, separace makro-
molekul, membranové separace, hmotnostni spektrometrie, valida-
ce a optimalizace

C8980 + C8980c Priprava a charakterizace proteint |
- Exprese a purifikace
. jarni semestr

C6260 + C6270 Metody separace proteinu

. jarni semestr
59



