SRAZEC| METODY




- Nezameénovat s denaturaci — bilkoviny
zustavaji v nativhim stavu

 Prvni metody pouzivaneé pro separaci bilkovin

EtOH, (NH,),SO,

Filtrace nahrazena centrifugaci



ROZPUSTNOST BILKOVINY

- Vlastnostmi bilkoviny — distribuce hydrofobnich
a hydrofilnich skupin na povrchu bilkoviny




ROZPUSTNOST BILKOVINY

- VIastnostmi roztoku —
pH, iontova sila, org. rozpoustedia,

org. polymery, teplota



IZOELEKTRICKA PRECIPITACE
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SRAZENI NEUTRALNIMI SOLEMI

1 rpzpulstnolst 1




vzrust rozpustnosti proteinu v pfitomnosti

malych koncentraci neutralnich soli;

H,0




VSOLOVANI







VYSOLOVANI

pH, iontova sila, teplota, typ soli, koncentrace proteini



PRAKTICKE ASPEKTY

Hofmeistrova rada
Anionty
SCN-, J-, CIO,, NO,, Br, CI, Ac, SO,2, PO,%

Kationty
Na*, K*, NH4“:




Rozpustnost se malo meni s teplotou

Saturovany roztok 4 M - hustota 1,235 g/cm?
umoznuje centrifugaci agregovanych bilkovin
(hustota 1,29 g/cm?)

Levny
Stabilizuje bilkoviny

Relativné &isty



SRAZECI| KRIVKA

10 90 100 %

Koncentrace bllkovmy

— Aktivita bilkoviny




SRAZENI - DVOJSTUPNOVE
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SRAZENI - DVOJSTUPNOVE




PRIDANE MNOZSTVI

- Tabulky
Target percentage saturation

Initial percentage saturation 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 70 | 75 | 80 | 85 | 90 | 95 | 100

Mnozstvi siranu amonného (g/L) potfebného pro zménu koncentrace
v roztoku z puvodniho procenta saturace na pozadované nasyceni pfi 0 °C




PRIDANE MNOZSTViI

- Tabulky

- \Vzorce




PROVEDENI

pevny (NH,),SO,

: nebo
1.Chlazeni saturovany roztok
Michani 10-30’ L (NH,),SO,

2. Centrifugace ,
uprava pH
NH,OH

el. michacka




SRAZENI|I ORG.ROZPOUSTEDLY

MISITELNYMI S VODOU

Rozpoustedla rusi solvatacni obal bilkoviny




SRAZENI ORG.ROZPOUSTEDLY
MISITELNYMI S VODOU

Organic
& solvent




SRAZENI|I ORG.ROZPOUSTEDLY

MISITELNYMI S VODOU

- Snizuji dielektrickou konstantu prostredi (zvyseni
elektrostaticke interakce mezi nabitymi skupinami
biopolymeru

- [zolace NK koncentrovanym ethanolem

- Jen omezené pro srazeni proteinu pfi snizené teploté
(riziko denaturace); napr. seérove proteiny — krome
EtOH, MeOH, aceton, ether



DMNarch, 1916

SEPARATION INTO FRACTIONS OF PROTEIN AND LIPOPROTEIN COMPONENTS

4359

[COoNTRIBUTION FROM THE DEPARTMENT OF Pravsicar CreEMISTRY, HARVARD MEDICAL Scraoor]

Preparation and Properties of Serum and Plasma Proteins.

IV. A System for the

Separation into Fractions of the Protein and Lipoprotein Components of Biological

Tissues and Fluids's-><<

By E. J. Coun, L. E. STRONG, W. L. HucHES, JrR., D. J. MULFORD, J. WN. ASHWORTI, M. MELIN AND

H. I.. Taviorle

SRAZENI|I SEROVYCH PROTEINU dle COHNA
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DISTRIBUTION OF PrLASMA PROTEINS INTO FRACTIONS BY VARIOUS METHODS ESTIMATED BY LELECTROPHORETIC
ANALYSIS AND A NITROGEN FACTOR OF 6.25 FOR ALL PROTEINS

Fraction Method Albumin a-Globulin Cholesterol B-Globulin »-Globulin Fibrinagenb
Plasma 33.2 8.4 1.6 7.8 6.6
I 1 0.3 0 0 0.2 0.7
I 2 1.0 0.3 .4 .2
I by 0.2 2 0.02 .8 it
I 6 0.3 .3 01 .6 .3 2.
17" 1 1.5 0 2 1.3 3.7 0.3
ITI 1 1.5 | .3 : : 0.2
11 4 III 2 0.6 9 1.4
IT 4 III 5 i 1.8 1.6
IT + III 6 .6 0.9 1.6
IV 1 5.6 4.2 3.0 0.4 0.2
IV 2 4.9 4.9 3.7 .6 0
v 5] 1.0 5.4 0.4 3.1 .2 0
IV-1 6 3.9 4 0.4 .04 0
IvV-4 B " .04 2.2 0 0
V 1 0.3 0 0.4 0 0
V 2 .6 0.3 0 0
V D .6 <.01 0 0 0
V 6 1.2 <.01 0.3 0 0
VI | 0.1 0.02 0 0 0
VI 2 .1 0 0 0
VI 5 .3 0 0 0
V1 6 .2 0 0 0
1 4.7 1.2 7.5 7.4 3.7
Totals 2 6.7 10.3 5.5 3.8
5 8.3 1.5 10.1 6.7 4.2
6 9.4 F 4 10.2 6.0 3.9




VYBER ROZPOUSTEDLA

- Kompletneé misitelné s vodou

 Nereaguje s bilkovinou

- Musi mit dobry precipitacni efekt

EtOH, aceton, MetOH, propanol, dioxan



SRAZENI|I ORG.ROZPOUSTEDLY

MISITELNYMI S VODOU

- Nutno provadét pri T < 0 °C, pri vyssSi teploté
dochazi k denaturaci

 Dvojstupnove

- Pridavky z tabulky nebo podle vzorce



SRAZEN| ORG.POLYMERY

Princip identicky s rozpoustedly

- DEAE dextran
. DEG
- Polyakrylova kyselina

- Rivanol

- Kaprylova kyselina

Rivanol - 2-Ethoxy-6,9-diamino-acridinium-lactat



SRAZENI SELEKTIVNI

DENATURACI

- Pri teto metode denaturujeme balastni
bilkoviny, cilova bilkovina musi zustat z 85 - 90
% v nativhim stavu.

- Denaturacni vlivy — T, pH, org. rozpoustedia

- Bilkovina musi nejen denaturovat i precipitovat



TEPELNA DENATURACE
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TEPELNA DENATURACE

- Doba inkubace je dulezita pouze pro
reprodukovatelnost — denaturacni krivka se tim
posouva po teplotni ose, ma vyznam pro vyhrivani
vétSich objemu

- Pridavky nekterych latek (substraty, koenzymy,
inhibitory) zvysuji stabilitu cilovych bilkovin



TEPELNA DENATURACE

* pH pri tepelné denaturaci musi byt presne definovano

* Pri vyssi teplote bezi vice proteolyza



pH DENATURACE

- Provadet za definovane teploty

- Zmeny pH delat co nejrychleji

* Pro zmeny pokud mozno nepouzivat silné
kKyseliny a zasady



5 HAC OH 8 Tris
4 K.mlécna bH 9 DEA
2 _I3PO4, H2SO4 olm 11 NaOH

Extremy pH — bilkovina silne ionizovana
a zustava v rozpusténém stavu — nutna
zpéetna uprava pH



DENATURACE

ORG.ROZPOUSTEDLY

Pri srazeni organickymi rozpoustedly —
T<0°C

Pri denaturaci organickymi rozpoustedly —
T=20-30°C

Alkoholy s delsimi alifatickymi retezci maji
vetsi denaturacni vliv

T a pH musi byt presne definovany
EtOH, MetOH, aceton



