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BIOCHEMIE

studijni literatura :

P. Karlson - Zaklady biochemie Academia 1981
Z. Sipal a kol. - Biochemie SPN 1992
Z. Vodrazka - Biochemie 1 - 3. Academia 1992

D. Voet - Biochemie Victoria Publishing 1990

Biochemie -chemicka disciplina, kierd snuduje chemické slozeni zivé
hmoty a chemické procesy, kieré v ni probihaji

 je hraniéni védni disciplinou, na pomezi mezi chemii 2

biologii, zkouma biologické objeky chemickymi

metodam:

Historicky tdvod

fyziologte a lékafstvi
biochemie  Hoppe Seyler 1903

organicks chemie

Synonyma:  Biological Chemistry

Physiologishe Chemie

Restiction cnzymes (Smith)
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Dvé obdobi:  A. obdobi sratické biochemie
B. obdobi dynamické biochemie

staticka - bioorganicka, bioanorganicks, biofyzikalai

chemie a chemie prirodaich litek

lynamicka - enzymologie, bioenergetika,

metabolismus
BIOCHEMIE:

organizaéni - regulace

funkéni - fyziologicki biochemie

obecni - zdkladni vyzkum
BIOCHEMIE,

aplikovana - lékafstvi - Klinicka biochenue
- pathobiochemmie

- xenobiochemie

- biotechnologie

Molekularni biologie - W.T. ASTBURY - 60.1éta

Biochemické metody :
in vivo - fyziologie
experimenty
in vifro - biochemie - organy
- thané
- organely

- molekuldmi irovei

Biochemické metody - metody anorganicke, organické, fyzikalni a
analytické chemie

- biologické metody
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Problémy se vzorkem - prace s komplexnim vzorky
- price s labilnim biologickym materiilem

- price s malym mnozstvim litek

P. Anzenbacher, J. Kovai - Metody chemického vyzkumu pro
biochemiky - Dogasné vysokoskolska
ucebnice 1986
M. Ferentik, B. $kirka - Biochemické laboratorné metody, SNTL
1981

Latkové sloZeni

Na|Mg " 7
W 2 2 ERE: % 3 2
K Ca an Fe|Co| Ni |Cu|Zn

LATKOVE SLOZENi ORGANISMU

Latka clovék rostliny bakterie
voda 60 75 70
bilkoviny 18 [0 15
nukleové k. 15 1 7
sacharidy 05 16 3
lipidy 16 1 2
org. latky 1 1 2
anorg. latky 3 2 1
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Anorganické latky - voda

-Na, K, CI, S04, HCOy, HPO,

Ca, Mg, Fe, Zn, Va, Cu, Mo, N1, Mn, Se

- plyny - 05, Ny, €O, NO

Organické litky - vysokomolekularni - biopolymery

- bilkoviny
- nukleové kyseliny
- sacharidy

- lipudy

Obecny princip vistavby biopolymeri :

1. Jsou tvofeny monomery

2. Monomery vytvfeji lineami fetézce

3. Monomery jsou spojovany jedinym typem vazby
mono, di-, tri-, tetra-

oligg <10

poly  >10
bilkoviny nukleové | polysachari
kyseliny
monomery | aminokyseliny | nukleoidy | monosacharidy
20 4 5
vazba peptidicka | 35-diesterova | glykosidicka

——

——— T
~{ Nenine. [ Tyrosine | Leuche || Serine — Proline

Aprotein  *

() (R

A G,
Anucleic ackd « + + —| Adenine }{ Guaning —| Thymine — Adenine — Cytosing —* * *
sy Y S D ey

A Mannose)
S

g —
Apolysaccharide * + —\Gluws-e)u@amos‘e,(

 Fructose
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- nizkomolekulirni - produkty meziprodukty

‘metabolismu
- sekundami metabolity
- regulacni latky
BILKOVINY - PROTEINY
Protein - MULDER, BERZELIUS (1838)
TPOTEVO - zaujimajici preni misto™
Funkce -  kanlyza
ftransport
pohyb
podpora
mumta
reguiace

vanik a prenos nervoveého vzruchu

AMINOKYSELINY (20AMK) MW 50-200

2az350AMK PEPTIDY— POLYPEPTIDY MW <10000

|

>S0AMK  BILKOVINY - PROTEINY MW > 10000
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Aninokyseliny :

chenniky - sustnaad denvity kachowylovich kysein
R

(-0

i

L Kodované aminokyseliny

Rozdéleni :

A. Nepolami aminokyseliny - Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Pro

B. Polami aminokyseliny
OH skupinu - Ser, Thr, Tyr
SH skupinu - Cys, Met
indolovou skupinu - Try

CONE; skupinu - AspNE, GluNH;

C.Nabité - kyselé  COOH skupinu - Asp, Glu
basické  NH, skupinu - Lys
‘guanidinovou skupinu - Arg

imidazolovou skupimu - His

s e :
4) aminckys. s mpglarmm ve vorel :

HyN- 000"

Naxay hratka 2
+ YN G € -H
2. ALANIN Mo A (W
> VALIN WV -y
w LEUCN lw L -cn <E::
SO D T -HOCH

CH,

«. FERYLALANN F ot
+ PROLIN P u
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LOUTMN B Q- COGOON,

IR Ty W -tk
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« IS ASPARAGOW' ey 9 0w, (00

o OS.CLUTAMONA' Gl € -0, CO0H

5. AREINN Arg R -ChOMHMA-CN,
w LIS Lys K OOk
s HSTION His H-Ch ¢
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ol v

At g ¥
NH;
i [EL
3 H=C~CH
NH
Aspurtic acid COX y
3
B CHy—C
X
§ 0Ol
H=C~CH,
NE

in

08 (k)

0 {5-CO0H;

tiipismenkové

Pouzivané zkratky
\ jednopismenkové

AMK Symboly |AMK Symboly
glycin Gly | G |methionn Met | M
alanin Ala | A |elwamovak Glu | E
valin Val | V [asparagin A | N
Teucin Lew | L |[gluamn Gl | Q
Tzoleucin Tl T |iysm Lys | K
serin Ser | S |arginin A | R
threonin Thr | T |yrosin Tyr | Y
cystemn Cys | C© Phe | F
histidin His | H |uyprofan Tp | W
prolin Pro | P |asparagovak. | Asp | D

Esencialni AMK

* Rostliny + mikroorganismy 0

+ Clovék — biosyntéza -12

esencialni - 8 Lys, Try, Phe, Met,
Thr, Ile, Leu, Val, Arg?
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I1. Nekodované aminokyseliny

A, v bilkovinich postiranslatni modifikaci AMK
OLys
OH-Pro

fosfo-Ser

W

NN Trimethy lysine

B. volné s biologickou funkei

B alanin

omitin a citrulin

aminomaselna

antibiotika - azaserm, cykloserm, chloramfentkol
nervové mediatory - DOPA, dopamin, adrenalin

hormony - thyroxin, tryjodthyronin
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X
i
H
k md'\dhlimboxylw&

0
Ctu)(coou k. ppceolia

O 4 (- CODN (luim;cujgu.amu OO0 CHN,
1 i s

NH,

oo

k. aminocykopropyl-

karboxglova
(HCheCoom
My g-alanin

N, Nh, B NI, W,
ornithin citrulin awsern
1= CH
S —=Ch A=k i —CHy HN—CH—C00
sAminsbutyrke sdd (GARY)  Mistamine Doparnine Thymine
NH,
ol =0=N
. . y
B —Ci—c00  IA—CH—C00

Tomoeytrine
i

BN CH—000 Hf—CH—C00 —CH=N=N
-
Citrulline Omnithine Asaserine
ANTIBIOTIK :
v
,‘;[NHL Y- (HH- R
o O NHCDLHC,
eRlesarmy J\brmfmib[
Gy 15 NHE 0
‘"H;(o '
(00K

panicilin
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BNCH,CH,C00 HNCH,CH,CH,C00

B alanin Y aminomaselni kyselina
Hi cﬂ:fﬂcoo' HO (H,TH,
NH, NH,
HO s HO ’
DOPA dopamin

1-10@— FH(F’ HO@?H(‘H:
\H, HO NH,
-~ HO NH, J )

noradrenaiin

N
ﬂtré@*m@tﬂﬁﬂfﬂd
b J Ny

tyroxin
(3,5,3' 5'tetrajodthyronin)

Viastnosti aminokyselin

ACIDOBAZICKE VLASTNOSTI

R

"HN— c‘-f €00’
. .

H;O/ H \\\:m

1 i

"HN—C— COOH HN—C— C00'

H H
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K« + pKnsz
ekmickybod  pl = P! cooﬁl~ K

Tabulka pK

Skupina PK Skupina pK Skupina pK

«COOH| 18-25 pcooH 39 yCOOH 41
QNH, | 9-10 | eNH, | 108 |guanidin| 125
imidazol 60 SH 83 OH 10.1

Pufracni kapacita

Titraéni kfivky

HENDERSON-HASSELBALCHOVA ROVNICE

CANLS I

T
LHAc] i,

log % + |og [“’] - Iog k

15 .
'09 [?AT]’ ,OQK "’09[” J
Iog Erﬁ%* f K = P”
TITRACNI KRIVKA
2 aboy
P e — HN-Ghco” )
titr.
ekviv. 4 £

&)

‘coow by
(18-25) 1 (3-9,8)
'IB- Pk, ]: K;
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TitraCni kfivka

snimek 41 OPTICKA AKTIVITA

B, @,
+ ‘ ‘ +
H.\'ft"f H H—C—NH3
o0 too

L -alanin D-alanin
L R

enantiomery
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Thalidomid

Thalidorrid Barbiturséure

TY

Uracil Thymin

Thalidomid
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OPTICKA AKTIVITA

CH\‘ CHS
oo | -
HN—C—H H—C—NH3

00 L’OO

L-alanin D-alanin

L R
enantiomery

L AMK - CO-R-N

oo 0

HN=—C—H

" o
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DIASTOMERY THREONINU

uo\",/o Ho, A
i i
H=C-Ni,  enantio-  WN-C-H
0 mery R
- forma L-forma
un\s,u lm\$,0 uﬁ\(I‘o
H-C-N,  HN-C-H H-C-NH,
HO-C-H H-C-OH  H-G-0M
W, " &,
D 5 D-alo  L-adl
Li 253°C 255°C  22¢

272°C
diastercomery
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Diastomery threoninu

coo
H,N—C—H
H—C—OH
cH

coO0
H—C—NHj
HO—C—H

CH

r-Threonine b-Threonine
coo coo
H,N—C—H H—C—NH,
HO—C—H H—C—OH
CH, CH.
L-allo-Threonine = p-allo-Threonine

CHEMICKE VLASTNOSTI

1 reakee dané piitomnosti COOH a NH, skupin
ninhydrinova reakee - NH,

B reakee vedleysich skupin

teakee Sakaguchiho - guamdinova skupina
xantoproteinova reakee - aromaticke aminokyseliny
Paulyho reakee - tyrosin

Adamkiewiczova reakee - indol

Ninhydrinova reakce

.
:
= o .

I

o
ninhydrin >

:
ﬂ
:
A '\
“eni

om
©2 H
~
nd | ek
. < "o
° o

{ N
N Ti | modré zbarveni

A

R
coo b o
,,
1 =0
& ninhydrin
.
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Analiza aminokyselin

W papirovi a tenkovrstv chromatografie
W ionexovi chromatografie

W reverzné fizovi chromatografie

RP HPLC AMK

PEPTIDY :
(EFISHER 1902)
R, s
. + Y
H‘_\-,é_(// + HSN—(’—('/ =
v Ko o
H H
R o R o
+ Il |” 7
HN— —Cry—¢< H,0
| No :
H H

Peptidick vazba - amidova vazba




snimek 55

snimek 56

snimek 57

di, tr, tetra .

Nizvoslovi peptidi
—
H;N"-Gly-Arg-His-COO glyeyl-argnyl-histidin

Biosyntéza peptidu - meziprodukty odbouravani bilkovin

- jednoducha biosyntéza bez proteosyntézy

Piirodni pepridy
Di - kamosin

ansenn

In - glutathion GSH

Peptidoveé hormony - oxytosin
vasopresin
mnzulin
glukagon
Peptidové newromodulitory - enkefaliny
endorfiny
Pepudovd antbiotika - penicilin
gramicidin
valinomicin
aktinomyein
Peptidové fto azootoxiny -  hadh &t a véel
mikrocystiny
fallodin
amamitin

Bolypetidy - protaminy
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Proinzulin 84 AMK

A AOCBSCSSDOD,

2600EDE00E,
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Inzulin — 51 AMK
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CYKIOPEPTIDY

. " -
€= cu- Cu-NI0C-CH—NH-0C Hypro(allo)
Hoa lo &, p i
Ha ~cy, Ala
7 Falleidin

LI
o S 2w -cu-co
OHCU-EH__cH,
2o Mg L T
un-bi-colnu-ai-coi—= Qly
. i

o N
Harre by D_S)T.JQW \ta

o & W /)
TN Asna—+ €0 - CH-Nui— Qly

Cys

Ly, CmyZ) 0.04ms [hs

Amanita phalloides

milrka hlliovitt obsahufe nekolik jedovatjch linek, Roku 1937 podatilo
se Lyeenoel o Wielundori folovat ¢ ni v keyitalovant pedobé [edo
varou litka, wranci phallofdin, Oba bedatelé gisl, & Yo mili-
gramu 1640 licky usmrl myt ve 12 hofinach, V rxe 1941 olorali
Wealasd  Hellermayor Hlaval jed muchomicky hlicovité, av. ama
e, bery je tak prodee jedovats, B¢ jedna dvousetng milpramu
wiarl iyl ve 23 daeck. Je o dvka uk nepaimd, 28 minolto jedu,
ik byehon aabnli an ipiéi e o vize Vs g), mrla by 100000
Ty, R, setazeny e sebow, vy by indu 18 em dlovhow, pedle
nit hychom 41 vykeatowall 413 hodiny vojenskin kiokem, Olrava
muthoniiou hlfzovion + ko st
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Microcystiny

Microcystiny

BILKOVINY :

Struktura bilkovin

1. primimi - sekvence ammokyselin

2. sekundanmi - uspofadini polypeptidickeého fetézee

3. tercidlni - uspofadani polypeptidickeho fetézce s vedlejiich fetézch
4. kvartetni struktura - podjednotkove slozeni

sekundami, tercialni, kvartemni strukrura = konformace
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Val - Leu~Gly - Ala—
colyeptde chain

Aminokyselinovi analyza

1. Tzolace homogenni bilkoviny

2. Uplad hydroljza - kyseld - 6 MHCL, 100-120°C. 10- 100 hod
~bazicki - 2 -4 MNaOH, 100°C, 4 -8 hod.
- enzymovi - Pronasa

3, Amunokyselnovd analjza -RP, [EX

Schdma_analyzatoru aminokysalin

KOLONA
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Primarni struktura

1953 - Sanger - mzulin (51 AMK), 100 g matenalu, 10 let
= aminokyselinovy sekvenitor

1978 - B- galaktosidasa (1028 AMK), jig materialu, dny

Stanoveni sekvence - Edmanovo odbouravani

na zikladé sekvence nukleovjch kyselin

snimek 71
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Srpkovita anémie
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Srpkovita anémie

’
Snlmek 74 POSTUP PRI STANOVOVANI SEKVENCE
nsnLllv.E —+ 6. ANALISR
)
Unlenl i RONCOVYER AK,

Tnkoenl WA ferdace
& JENCH ISOLACE

I8 S
MAYSh RETEZCO
v e X
vl oA | seRvERCE AL
Srivenl wn pEFTION

! o
AMNOKYS. ALk STERD
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Stanoveni koncovych AMK (NH, konec)

(SANGER 4945)

* o
h
Ari-G-c s KN-LH-C00H + -

C:
i
0
!

[
OO I

oy (weaen. 1952)
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Sekvenovini AMK

EDMANNOVA  METODA
@"=’~=5 + EN-CH-CONM- paphid —»
R . : +
(FTK) @*H!&g- »s;:—iuA(uynu- peptid A
_Nu~§-’b o BN pepia Hs
n,;mr\..un‘a d
oot
coon S .
famylhiohydantein

(EENEI FATY RS
| s
03Tl
I y :
Julr

WS
TRy )

+

— :
O PN

e

MS
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NH,— CHR,—

0= NH+CHR;~

MS-MS

2

CO=+NH+CHR

+=CO+ NH T CHRy— COOH

MS-MS
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Stntéza peprd
133 - oxytosin (9 AMK) DE VIGNEAND
1961 - syntéza ua pevaé fizi - MERRIFIELD

snimek 83 _ .
SYNTEZA PEPTIDU

i [

[ w@wr S
g H

Y Vachrarics. dhupiny

Dol harborylu: (1, N 0'©'N01

{1

snimek 84 MERFIELD 495
@ + Cho-Chet "":.@-cu,ct« GOH

tll,ﬂ + Hooc- !Jl NH o
Yo ~C-0-Cocky
" \E."

cu,ac
mul
4 cup- c ~Ch-Ny, « HoOC- (u NH-X

- clgmc-b«»ﬂ-c»tu-nh X
Hhe o
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Sekundarni struktura

peptidicka vazba - PAULING a COREY 30az401éta

A Peptidicka vazba lezi v roviné
0 J 0"
I [
) — C = (4
Ay =AY = Ay
| |
H H

B. Peptidické vazby jsou v trans konfiguract

Trans. Cis.
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C.Peptidické vazby lefici v roving mohou svirat rité torzni ubly

o0

Ramachandritv diagram stability sekundarnich struktur bilkovin

D. Retézec musi umoziovat maximéini pocet vodikovych vazeb mezi

peptidickymi vazbami

Topy sekundrich struktur
A Pravidelné - hellkalni strkrury - helix (-56, 47)
- strktury - sklidany lst - paralelni (-139, +133) a
antparalel (+119, +113)
B. Oliybové - f obyb
C. Nepravidelné
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PRAVIDELNE SEKUNDARNI STRUKTURY

a2 N 0.
" z s
B Ly
b V1.0 C x
f H3274 o 2

a - helix

4
® e )
? = L
® *—
i *® s * L 3
e < ® G *
* *® *
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B - turn

@__@o  a Q@‘oe\

¢

[ ]

0.

(X

Tercialni struktura

1. Tontové mterakce

2. Dipolové interakee
3. Vodikové mistky
4. Hydrofobni interakee

5. Bisulfidicke mustky

Struktumi motivy - domeény

TERCARNL  STRUKTORA  (wfonse) 195
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Strukturni motivy
M “ @
JU Jg .t
v V
snimek 99

Strukturni domény
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Kvarterni struktura

Podjednotkové slozeni - nekovalentni spojeni - vodikové milstky

- kovalentni spojeni - bisulfidickeé mistky

Stanoveni podjednotkového slozeni - SDS PAGE

snimek 102

KVARTERN]_ STROKTURY:
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Hemoglobin

snimek 104

Studium konformace bilkovin
RIG

kce - studium krystali - BRAGG 1913

NMR - dvoj- a trojrozmémé - studium roztoki - poslednich 15 let

Stabilita konformace

Denaturace - fyzikalni faktory - T, zafen, tlak,

detergenty, tézké kovy, motovina,

reverzibilni - renaturace

Denaturace

ireverzibilni

snimek 105
Rtg difrakce

Yoray experiment

Elclror
densty ma
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Denaturace - renaturace

T
S .

o B~ SN )
= _LL‘E
— “BiAs)

Vanik prostorove struktury - skladani, svinuti - ,FOLDING*

primAmi strukrura

|

sekundarni struktura

|

supersekundami struktury

l

strukturni domény

|

bilkovina

POSTUP SKLADANI BILKOVIN
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Chaperony

snimek 110
Titradni kfivka

snimek 111

Tzolace bilkovin
vyzkum - studium struktury, studium biologické aktivity
1. m/
primyslové pouciti - farmiakologte, éistict prostredky,

2. Yolba vstupniho materialu

3. Extrakee
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4. Purifikace

Srazeci metody - srazeni neutralnimu solems (NH,),S0,
- srazeni organickym rozpouitédly
- pH srazeni

Chromatografie - tonexova

- hydrofobni
- gelova permeacni
- afinini
Elektromigratni metody - elektroforéza nativni nebo SDS
- izoelektricka fokusace

Literatura

Scopes : Protein Purification

Harris : Protein Purification Methods —
Practical Approach

Deutcher : Guide to Protein Purification
Janson : Protein Purification
Kastner : Protein Ligiud Chromatography
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Metody separace proteinu

* Vychazi z klasickych metod chemické
analyzy

* Uplatriuji se zde i specialni metody

snimek 116
Problémy se vzorkem

* Komplexnost
* Mald mnoZstvi

« Labilita

snimek 117

Planovani separace bilkovin
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Cil izolace

¢ Ziskani homogenni bilkoviny
¢ Zachovani biologické aktivity
« Cistota

Zavér : ziikat vzorek o patfi€né
Cistoté s vynaloZenim

patfiéného Gsili

Volba vstupniho materialu

* Preparat z dan¢ho organismu

* Preparat s nejvétsim obsahem dané
bilkoviny
* Preparat s nejmensim obsahem ne€istot

Sledovani prub&hu separace

Metoda | Celkovi | Celkova | Specificki | Predisténi | Vytézek
bilkovina | _aktivita aktivita

extrakt | 100 100 1 - 100 %

HIC 50 99 1.99 1.99 99 %

75 %

IEX 25 75 3 1.5
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Stanoveni koncentrace bilkoviny

Kjeldahlova metoda — stanoveni N,

* Mineralizace vzorku — pFevedeni
organického dusiku
na NH,’

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

UV spektrofotometrie

+ 280 nm — aromatické AMK
interference nukleotid(l

* 180 - 230 nm — peptidicka vazba

Vyhody - nedestruktivni metoda
- neni tfeba kalibrace
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VIS spektrofotometrie

Pfidavek Cinidla — barevny derivat
* Destruktivni metoda
* Nutna kalibra€ni zavislost

Biuretova metoda

Princip : Cu?* vytvafi v alkalickém prostfedi
komplex se 4 N peptidické vazby

‘-»-Cuz/

Méfeni : 540 — 560 nn(
310 nm

Folinova metoda
Princip : hydroxyfenolova skupina tyrosinu

redukuje fosfomolybdenany na
molybdenovou modf

Meéfeni : 725 nm
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Lowryho metoda

Princip : kombinace Folinovy a Biuretové
metody

Méfeni : 600 nm

Metoda dle Bradfordové

Princip : pfi vazb& Coomassie Brilliant Blue G
250 na bilkovinu dochazi k posunu
absorp€niho maxima z 465 na 595 nm.

Mefeni : 595 nm

Nej€ast&ji pouzivané metody

Metoda Rozsah (ng) Poznamka
Biuretova 05-5 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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Stanoveni biologické aktivity

Enzymatické,imunologické, toxické,
hormonalni receptorové atdf.

Vlastni separace

Obecné schéma

‘ Ziskani vstupniho materialu ‘

Separace
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Vstupni material

snimek 134

Mikroorganismy
Bakterie, kvasinky, plisné, Fasy

Vyhody - 1ze jej snadno ziskat v dostate€né mnoZstvi
- selekce mutantll o poZadovanych vlastnostech
- genetické inZenyrstvi
- termofilni organismy

snimek 135

Bezobratli

Hmyz, plzi, mlzi

Nevyhody - malo se pouziva, nesnadno se
ziskava
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ZivoCisné tkané
* Laboratorni zvifata — mysi, krysy, kralici
* JateCni zvifata — organy

« Clovék — t&lni tekutiny

Rostlinné tkané

Spenét, Fepa, hrach

Nevyhoda — problematicky rUst za
definovanych podminek

Rozbiti a extrakce
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Bakterie

* ZaleZi na lokalizaci

cytoplasma

periplasma

Balotina

Princip — jemné sklenéné kuli€ky pFidany do
bakteridlni suspenze a rychle tfepany
nebo michamy — nutno chladit

French (X) press

Princip — zmraZena bakterialni suspenze

protlaGovana malym otvorem, pfiCemz
dochazi k rekrystalizaci a rozruseni
bunék
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Ultrazvuk

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

snimek 143 Lysozym + osmoticky Sok
(mirny osmoticky $ok)
Princip — lysozym rozrusi buné¢nou sténu,

nasledné je bakterialni suspenze zfedéna
destilovanou H,O — bakterie popraskaji

4
N e
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Zivodisné tkané

* TFeci miska s piskem
* Ru€ni homogenizatory — Potter —
ElvehjemOv

* Mixery
* Osmoticka lyse - erytrocyty
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Rostlinné tkané

Rozru$eni bunééné stény pomoci celulas,

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

Srazeci metody

Srazeni

Nezaménovat s denaturaci — bilkoviny
zUstavaji v nativnim stavu

Prvni metody pouZivané pro separaci bilkovin
— EtOH, (NH,),SO,

Filtrace nahrazena centrifugaci
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Rozpustnost bilkoviny

¢ Vlastnostmi bilkoviny — distribuce

hydrofobnich a hydrofilnich skupin na povrchu
bilkoviny

snimek 149

Rozpustnost bilkoviny

* Vlastnostmi roztoku — pH, iontova sila, org.
rozpoustédla, org. polymery, teplota

snimek 150

Izoelektricka precipitace

OO

rozpustnost

@@

pH
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SraZeni neutralnimi solemi
:vsolovém' // vysolovani
i/
4 /'
1
snimek 152 o
Vsolovani

snimek 153

Vysolovani

at
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(NH,),S0,

* Rozpustnost se malo méni s teplotou

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

* Levny

* Stabilizuje bilkoviny

* Relativné Cisty

SraZeni - dvojstupfiové

100 —

60 7 — Bilkovinal
8 Aktivita

% saturace

SraZeni org.rozpoustédly
misitelnymi s vodou

* Rozpoustédla rusi solvatacni obal bilkoviny
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SraZeni org.rozpoustédly
misitelnymi s vodou

* COHN - separace plazmatickych bilkovin
EtOH

* Nutno provadét pfi T < 0 °C, pfi vétsi teploté
dochazi k denaturaci

* Dvojstupfiové

* Pfidavky z tabulky nebo podle vzorce

snimek 158 3 .
SrazZeni selektivni denaturaci

< PFi této metodé denaturujeme balastni bilkoviny,
cilova bilkovina musi zUstat z 85 - 90 % v nativnim
stavu.

* Denatura¢ni vlivy — T, pH, org. rozpoustédla

« Bilkovina musi nejen denaturovat i precipitovat

snimek 159

Tepelna denaturace

100 —

60 — Bilkovina 1
N \\ Ikovina 2|

\

teplota
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Chromatografické metody

snimek 161
Chromatografie

+ Cvet — separace chlorofyl( na ALLO; 1903

snimek 162

Chromatografie
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Zafizeni pro LPC

Ionexova chromatografie

elektrostatickd interakce

Vazba + B — }_.,.

Eluce <0+ -

Ionexy

* Katexy - = vazba kationt(l
silné - sulfo(S), sulfopropyl(SP) OSO;
slabé - karboxy(C), karboxymetyl(CM) COO~

* Anexy - * vazba aniontU
silné - dietylaminoetyl(DEAE)
slabé — trietylaminoetyl(TEAE)
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Ionexova chromatografie

» Nanaseni vzorku — nizka iontova sila

* Eluce — gradientova
* ZvySovanim iontové sily
* Zménou pH
* Afinitni eluce
Pouziti — purifikace, zakoncentrovani, vyména
pufru

snimek 167

Hydrofobni chromatografie
« Stacionarni faze — - Cy, -fenyl

* Mobilni faze — vodné roztoky
1.7 M (NH,),SO,

+ Eluce — sniZovanim iontové sily

Pouziti : purifikace bilkovin

snimek 168

Afinitni chromatografie

matrix




snimek 169

snimek 170

snimek 171

Afinitni pary

Ligand Bilkovina Kp (M)
antigen polyklonalni protilatka 10°-10°
antigen monoklonalni protilatka 10-10%
biotin avidin 10"
sacharid lektin 10°-107
hormon, toxin vazebny protein 107-10™
substrat enzym 107-10%
inhibitor enzym 10" - 10

Kp=10*-10°M

Afinitni chromatografie
naneseni vzorku

Afinitni chromatografie
vznik interakce
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Afinitni chromatografie
vymyti balastU

Afinitni chromatografie
eluce

.
®9

Provedeni

* Naneseni vzorku — nizka iontova sila
* Eluce — selektivni - volnym ligandem
—neselektivni - zména pH, iontové

sily, polarity

Pouziti : analytické (stanoveni K), purifikace
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Gelova permeaCni chromatografie

Gelova permeaCni chromatografie

Princip - stéricka exkluse
- omezena difuse

Pofadi eluce :
MrA>MrB>MrC

Gelova permeaCni chromatografie

7
- Totélni exkluse
g 5
4
H N\, '—‘rff Selektivni permeace
3 ! \ .
2 ; ¥
4 Daag s ,*— Totalni permeace
, b, L

5 10
Elution volume fmil
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Gelova permeaCni chromatografie

* Nanaseni vzorku — objem vzorku < 2%
objemu kolony
* Eluce — izokraticka

PouZiti : stanoveni Mr, odsolovani, purifikace

ElektromigraCni metody

Podstata

,, Pohyb elektricky nabitych Castic

v elektrickém poli
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Zbnova elektroforéza

T HAT Mg ZHe T

Upofadani

Horizontalni

Uporadani

Vertikalni
+
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Polyakrylamid

SloZeni — kopolymer akrylamidu a
N,N,- methylenbisakrylamidu

+ plné splfiuje poZadavky

PouZiti : analyza bilkovin

Polyakrylamid
He —gi He=ai — G —a—He—ar—
o c=o =0 ¢=0
Moo, B F
P ¢
b i b
=0 =0 =0
HC —t 701—&17&— ‘
SDS PAGE
0SO3Na™

1 g bilkoviny vaze 1.4 g SDS =
uniformni naboj na jednotku MW
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SDS PAGE

Stanoveni Mr pomoci SDS PAGE

Rin= sls:vrna
celo

Stanoveni Mr pomoci SDS PAGE -
standardy

12 34567891

T e - ——— -
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Izoelektricka fokusace

Elektroforéza v gradientu pH, Castice
Jjsou separovany podle svych pI*

Izoelektricka fokusace

) t

pl

Izoelektricka fokusace
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Izoelektricka fokusace

analyticka
« Provedeni - v gelech — PAGE, agarosa

« PouZiti - sledovani komplexnich smési
- izoenzymové sloZeni
- stanoveni pl — rozfezani a eluce
— upH elektrody
— pl standardy

Izoelektricka fokusace
analyticka

Dvojrozmérna elektroforéza

AT

.1

ANVRA

Lrozmér IEF IL.rozmér SDS-PAGE
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Dvojrozmeérna elektroforéza

pl

5. Charakferizace - stanoveni L MW, UV VIS spekta, (D ek,
horescencu spekira, AMK analjza  sekvenace, kystaizace -
RTG analyza, NMR spektra

Rozdéleni bilkovin

Padle celkového tvaru molekuly

A Vlakité - fibrilami bilkoviny - SKLEROPROTEINY

kolagen, ot + P keratin, elastin

B. Kulovité - globulami bilkoviny - SFEROPROTEINY

globulami - katalyza, transport, pohyb, imunita,

Bilkoviny < vzuch
fibrilimi - podpora
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Podle chemického sloZeni

A Jednoduché

B.Slozené = prostheticka skupina + apoprotein

Fosfoproteiny - H;PO;
Glykoprotemy - cukry
Metaloproteiny - kovy
Lipoproteiny - lipidy
Nukleoproteiny - nukleové kyseliny

Collagen «-chain primary structure

G - glycine
X - proline or other amino acid
Y - hydroxyproline or other amino acid

-Gly-X-Y- triplet repeats

_ L we%
s oo e el

Formation of collagen: intracellular processing

VWA e P
2S00 IR :E :: : 7
N o
(1) synthesis
(2) post-transiational
modifications

(3) triple helix formatiorr

procollagen
L secretion
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Formation of collagen: extracellular processing

procollagen (1) N- and C-terminal
(soluble) peptide cleavage
(2) lysy! oxidase
N | e~
>y 0
A% tropocollagen J‘DUL
{insoluble) Vil

HH

\
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Formation of collagen: extracellular processing

N SBEBESSIESIR C

tropocollagen length: 300 nm

fibril assembly
and cross-linking

St e

e

section of collagen fibril I

covalent
cross-link

Formation of collagen: extracellular processing

fibrit assembly
N ~ and cross-linking
section of collagen fibril

—> <— 6467nm
“quarter-staggered amray™

collagen fibril
3

FR D DD
DD

Formation of collagen: extracellular processing

collagen fibril
aggregation

collagen fiber

IDIIININDIDD)]
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SRS 2RO 2NN
S SRR NRERESES RROTE
T SRR 2ORITINES  ZR0ER
SN ATERE  SHRITEOTE 200
RIS BRI ORS00

Kolagen v kGzi

o - keratin




a — keratin - vlas

B - keratin

B - keratin
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