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SEPARACNI METODY

= \V/ychazi z klasickych metod chemickeé analyzy

= Uplatnuji se zde i specialni metody



SEPARACE

/ kvalitativni
Analyticke
kvantitativni
\4
Preparativni

Charakterizace — pl, MW, spektra, AMK ...
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PROBLEMY SE VZORKEM

Komplexnost

Mala mnozstvi

Labilita
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ZASADY PRACE
S BIOLOGICKYM MATERIALEM

|. Teplota

pH + iontova sila
Koncentrace

Peneni

Lokalni prebytky
Proteasy, RNAsy, DNAsy

R
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PLANOVANI| SEPARACE




CiL IZOLACE

iskani homogenni bilkoviny
ani biologicke aktivity

atricne cistoteé
Icneho usili



VOLBA VSTUPNIHO MATERIALU

daného organismu

obsahem dané bilkoviny

sahem nedistot



VOLBA
A KOMBINACE SEPARACNICH METOD

ovaci schopnost

ristroje, Clovek



ZAKLADNI ZASADY

Na zacatek zaradit metody s vysokou kapacitou
a malym vytézkem a rozlisenim
— velké mnozstvi levného vstupniho materialu

Pozdéji metody s vysokym rozlisenim a vytézkem,
kapacita méné vyznamna

— ve vzorku jiz investovana prace

Poradi volit tak, aby metody na sebe vhodné navazovaly

Metody zredovaci kombinovat s metodami koncentrujicimi

Metody nepouzivat opakované




SLEDOVANIi PRUBEHU SEPARACE

Metoda Celkova Celkova Specificka | PreciSténi Vytézek
bilkovina aktivita aktivita
extrakt | 100 100 1 - 100 %
HIC 50 99 1.99 1.99 99 %
IEX 25 75 3 1.5 75 %
I
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STANOVENI KONCENTRACE BILKOVINY

Metoda zalozena

na stanoveni na zakladé na zakladé
koncetrace dusiku optickych vlastnosti elektrochemickych vlastnosti




KJELDAHLOVA METODA — STANOVENI N,

izace vzorku — prevedeni
organickeho N na NH,*

e, fotometrie,
i elektrody



KJELDAHLOVA METODA -
STANOVEN/ N,

Kjeldahl's trap

\ an Water
iR L
i
Water
Contents of_ R |"|Et, |
Kjeldahl's flas = '\

after digestion
+NaOH
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UV SPEKTROFOTOMETRIE

= 280 nm — aromatické AMK (Try, Tyr)

40,000 i
20,000 I
10,000 I
5,000 I
2‘ 2,000 I
= 180 - 230 nm — peptidicka vazba 2 el
E’ 100 I
Vyhody - nedestruktivni metoda 0 I
20
- neni treba kalibrace 10 L

WO =

(QED I e

s ——

interference nukleotidu

200 220 240 260 280 300 320

Vinova délka (nm)
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UV SPEKTROFOTOMETRIE

Vzorce pro primé UV stanoveni:

c (mg/mL) = 1.55 A280 - 0.76 A260

c (mg/mL) = (A235 - A280)/2.51
c (mg/mL) = (A224 - A233)/5.01
c (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.

€,q0 = NTrp.5500 + nTyr.1490 + nCys.125 (Ml.cm)

SC 1



= Pridavek Cinidla — barevny derivat
= Destruktivni metoda
= Nutna kalibracni zavislost
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0,5
0,45 A
0.4 -
0,35 -
0,3
0,25 A
0,2 -
0,15 A
0,1 -
0,05 -
0

y = 0,0054x + 0,0248

konc. proteinu [ug/ml]



Princip : Cu?* vytvari v alkalickém
prostredi komplex se 4 N peptidicke vazby
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FOLINOVA METODA

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

Méreni : 725 nm
OH

NH;
HO
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I\I I Tyrosin (Tyr;Y)
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LOWRYHO METODA

Princip :

Méreni :

kombinace Folinovy a Biuretove metody

600 nm



WO =

(QED I e

s

LOWRYHO METODA

*biuret A\

‘LowryW

OH
NH>

HO

Tyrosin (Tyr;Y)



METODA DLE BRADFORDOVE

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

Mereni : 595 nm

OCH2CH: S0,




METODA DLE BRADFORDOVE

CHy HyC
|
@ + OO
Basic and Aromatic Na0,$
Side Chains

- Coomassie G-250

J

0C;Hg

465 nm
«
Protein-Dye Complex

Amax » 595 nm




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

Méreni : 562 nm
COOH COOH




STEP 1.
Protein + Cu2+ OH™_ cy1+




FLUORESCENCE

Princip : vazba fluoroforu na bilkovinu — méreni vzniklé

fluorescence (OPA)

Méreni : exc. 340 nm

em. 440 nm

- zhaseni fluorescence pridavkem bilkoviny
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NEJCASTEJI POUZIVANE 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
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NEJCASTEJI POUZIVANE METODY
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U
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Stanoveni |Citlivost |Presnost |Interference

Biuret 0-1mg Vysoka, Aminoskupiny
nezavisla na [Napr. (NH;)2SO04]
aminokyselino-
vém slozeni

Lowry 0-0.1mg |Céasteéné Kyseliny, chelatory
zavisla na (EDTA), reduktanty
aminokyselino- |(DTT, phenol),
vém sloZeni (NH4)»,SO4

Bradford |0-0.01 mg|Zavisla na Detergenty
aminokyselino- | (SDS, Triton X100,
vém slozeni mydl|o)

BCA 0 — 0.05 mg | Vétsinou Redukujici latky (2-
nezavisla na merkaptoethanol,
aminokyselino- |DTT), chelatory
vém slozZeni (EDTA)




POLAROGRAFIE

Princip :
Brdickova reakce — SH skupiny bilkoviny vstupuji
v pritomnosti Co?* katalytické reakce
na Hg elektrode — proud




STANOVENI BIOLOGICKE AKTIVITY




VLASTNI SEPARACE




OBECNE SCHEMA




VSTUPNI MATERIAL




MIKROORGANISMY

Bakterie, kvasinky, plisné, rasy

je] snadno ziskat v dostateCné mnozstvi
utantd o pozZzadovanych vlastnostech

anismy, psychrofilni organismy



MIKROORGANISMY

CON\

ovava vice nez 3000 kmenu bakterii
1) a 800 kmenu vilaknitych hub (pfiblizné
bizi ve svém Katalogu kultur.

Czech
Collection of
Microorganisms

hyfomycetu obsahuje asi



SELEKCE OPTIMALNICH
PRODUCENTU

dukce enzymu




MIKROORGANISMY

B mnozstvi proteinu B mnozstvi proteinu




BEZOBRATLI

Hmyz (Drosophila melanogaster),
Hadatko obecnée (Caenorhabditis elegans)

lo se pouziva, nesnadno se ziskava



ZIVOCISNE TKANE

Laboratorni zvirata — mysi ( Mus musculus),
an (Rattus norvegicus, Wistar albino rat ),

) — organy, krev

Somewhere, something went terribly wrong



ROSTLINNE TKANE

spenat, repa, hrach,
abak virzinsky (Nicotiana tabacum), Nicotiana




MANIPULACE S B,IOLOGICKYM
MATERIALEM

racovat co nejdrive
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BAKTERIE

GRAM-NEGATIVE GRAM-POSITIVE

oIt Leng oo e

Lipoproteins

Peptidoglycan

Periplasmic ——

space
ISR R RN Cytoplasmic ¢ | EERE TS EEEREEE
TN o A |
Division septum M
' Lipopelysaccharides N Porin . Protein Olul'er membrgne
Mesosome P Peptidoglycan layer

Capsule

Cpiila Peptidoglycan layer _
= P k. Cytoglasmlc

Inclusion “f~._membrane

body ~ \Inclusion

MPorin
“ proteins

Cytoplasmic -
membrane

I\I I Flagellum
|

Periplasmic
space

Flagellum

Surface proteins

Chromosome
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Gram positive Gram negative



Adobe Stock | #503168771

BAKTERIE

Zalezi na lokalizaci extracelularni

Couscovani [ UOHRGR_ /

= intracelularni '

»  cytoplasma
»  periplazma

Gram Positive Bacteria Gram Negative Bacteria

Cytoplasm

Plasma membrane

Preiplasmic space

Peptidoglycan

Outer membrane




Princip

MECHANICKA DEZINTEGRACE

— jemne sklenené kulicky (Balotina) pridany do

bakterialni suspenze a rychle trepany nebo
michany

— nutno chladit

Pristroj BeadBeater
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FRENCH (X) PRESS

Princip — zmrazena bakterialni suspenze

protlacovana malym otvorem, pricemz
dochazi k rekrystalizaci a rozruseni bunek

Sipal

Mechanical Press



ULTRAZVUK

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




LYSOZYM + OSMOTICKY SOK
(MIRNY OSMOTICKY SOK)

Princip — lysozym rozrusi bunecnou stenu,
nasledne je bakterialni suspenze zredena

destilovanou H,O — bakterie popraskaji
}

I'd
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KVASINKY

Yeast Cell Wall

+~ Mannoprotein

g g g kg p “.; '.; '-; ‘_ﬁ_GlLIGn
- |— B-Glucan + Chitin

~— Mannoprotein

W pe—




WO =

(QED I e

s

KVASINKY

Toluenova autolyza

Princip — toluen extrahuje pfi 35-40 °C fosfolipidy
bunecné steny — osmoticky Sok —
enzymova autolyza

Balotina, French press,



* Treci miska s piskem

* Rucni homogenizatory — Potter — 7
Elvehjemuv lﬂ
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- Bez bunecne steny
* Velmi krehke

» Tkanove kultury

W =
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Microfilaments
Lysosome
Peroxisome - N\ 34

Smooth
Endoplasmic
Reticulum

Anatomy of the Animal Cell
Mitochondria

Rough
Endoplasmic

' ., Reticulum
7

' Endoplasmic
Reticulum

Figure 1



ZIVOCISNE TKANE

Mixery

Osmoticka lyse - erytrocyty

Hypertonic Isotonic Hypotonic




- Silna bunécna sténa - celulosa
+ Tkanové kultury kifehké
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ROSTLINNE TKANE

= Rozruseni bunecne steny pomoci celulas,

= Obsahuji hodne fenolickych latek, které mohou
byt oxidovany na chinony — melaniny, ktere
mohou modifikovat bilkoviny



OPTIMALIZACE EXTRAKCE

Teplota — 4 - 6 °C chlazeni

pH — optimalni pro danou bilkovinu — prace v pufrech

| — v prostredi o definované iontove sile

Pridavky latek — EDTA, B-merkaptoethanol, kovove ionty,

iInhibitory proteas




INHIBITORY PROTEAS

|l

Protease
Inhibitor

Inhibitors included in the set

Antipain-dihydrochloride
Aprotinin
Bestatin

Chymostatin
E-G4

EDTA-Na,
Leupeptin

Pefabloc SC
Pepstatin

Phosphoramidon

General inhibitors for

Specilicity of inhibition

Papain. Trypsin, Cathepsin A and B
Trypsin, Plasmin, Chymotrypsin, Kallikrein
Aminopeptidases

a-, B-, v-, 8-Chymotrypsin

Cysteine Proteases

Metalloproteases

Serine and Cysteine Proteases such as Plasmin,

Trypsin, Papain, Cathepsin B
Serine Proteases
Aspartic Proteases

Metalloproteinases, specifically Thermolysin

Quantity Supplied

dmg

0.5 mg
0.5 mg

1 mg
Jmg
10 mg
(1.5 mg

20 mg
0.5 mg

3mg




SEPARACE SUBCELULARNICH ORGANEL

end.retikula a Gold.systém

Organela Tihové zrychleni | Cas
Eukar.bunky 1 000 g 5
Jadra, chloroplasty 4000¢g 107
Mitochondrie, bakterie 15000 ¢g 20°
Lysozomy, membrany 30 000 g 30°
Ribozomy, fragmenty 100 000 g 60’
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ENZYMY - MARKERY
Organela Enzym
Cytoplasma LDH
Endoplazmaticke retikulum Glukosa-6-fosfatasa
Goldiho systém galaktosyltransferasa
Peroxisom katalasa
Lysozom Kysela fosfatasa
Mitochondrie 1n cytochromoxidasa
Mitochondrie out monoaminoxidasa
MU I
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MEMBRANOVE VAZANE BiLKOVINY

Membranové bilkoviny

integral GPI anchored

ik

single and multiple pass

peripheral
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1IZOLACE MEMBRANOVYCH BILKOVIN

s

Chemicky — detergenty, chaotropni soali,
organicka rozpoustedla, nizka iontova sila,

Fyzikalne - homogenizace, sonikace

Enzymaticky — fosfolipasy, lipasy, proteasy




hydro-

DETERGENTY

phoblc polar i i ; s
monomer water
MU N
SC 1

%

micelle




DETERGENTY

Detergent CMC MMW | koncentrace odstranéni | aplikace
mM Da

ANIOGENNI
SDS(dodecyisulfat sodny) 83 288.4 | > 10 mg/mg 8\ denaturace proteinu,

prot. = pouziti pro DNA, PAGE
DOC(deoxycholat sodny) 1-4 416,6 | 0,1-10 mg = solubilizace

membr. lipidd membranovych proteinu
N-lauroylsarkosin 7 488 01-15% = solubilizace membr.

prot_, pliprava antigenu
KATIOGENNI
CTAB (hexadecyltimethyl | 4-5 337 01-1% Yalars rozpousti membrany,
amonium bromide) tvoii komplex s DNA,
odstranéni polysacharid

NEIONOGENNI
Triton X-100 0.2 647 1—-5mM = solubilizace proteinu
[octylphenoipoly(ethylenglyco n=10
lether),]
Tween 20 0,06 = 10 mg/mg = imunobloty, ELISA
[poly(oxyethylene),, sorbitan- membr. lipid;
monolaurate]
AMFOTERNI
CHAPS (3-(3- 4 6149 | 6513 mM N solubilizace
cholamidopropyi)dimethylam = membranovych proteind

moniol-1-propanesulfonate)
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DETERGENTY

Examples of Detergents and Their Properties

Name Structure CMC N (MW)

Nonidet® (N) P-40 O-(CHCH,0H  0.3mM  100-195
n=9-11 (647)

sodium dodecyl o% 9
sulfate (SDS) HSC/\/\/\/\/\/\0/ \\062 (288)
sulfobetaine HaC o /o-
/\/\/\/\CH3
' 14.5 20-25
n-octylglucoside iy o
3-12
deoxycholate 20 mM 417)




