imek 1

nimek 2

Timek 3

Literatura

» Scopes : Protein Purification

* Harris : Protein Purification Methods —
Practical Approach

« Deutcher : Guide to Protein Purification

« Janson : Protein Purification

 Kastner : Protein Ligiud Chromatography

Metody separace proteinu

 Vychazi z klasickych metod chemické
analyzy

« Uplatnuji se zdei specidni metody




imek 4

nimek 5

nimek 6

Problémy sevzorkem

« Komplexnost
* Maé&mnozstvi

* Labilita

Planovani separace bilkovin

Cil izolace

e Ziskani homogenni bilkoviny
»  Zachovani biologické aktivity
« Cistota

Zaver : ziskat vzorek o patricné
cistote svynalozenim
patricného Gsili




nimek 7

nimek 8

imek 9

Volba vstupniho materidu

 Preparét z daného organismu

 Prepardt s ngjvetSim obsahem dané
bilkoviny
* Preparét s nejmensim obsahem necistot

Sledovani prubehu separace

Metoda | Celkova Celkova | Specificka | Precidteni Vytezek
bilkovina | aktivita aktivita

extrakt | 100 100 1 4 - 4] 100%
HIC 50 9 1.99 1.99 99 %
IEX 25 75 3 15 5%

Stanoveni koncentrace bilkoviny

Metoda zalozena.

na stanoveni na zaklade

koncetrace dusiku optickjch viastnosti [etekirochemickych viastnostil




snimek 10
Kjeldahlova metoda — stanoveni

N 2
* Mineralizace vzorku— prevedeni
organického dusiku
na NH,*

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

snimek 11
UV spektrofotometrie

» 280 nm — aromatické AMK
interference nukleotidu

» 180- 230 nm— peptidickavazba

Vyhody - nedestruktivni metoda
- neni treba kalibrace

nimek 12

VIS spektrofotometrie

Pridavek cinidla ® barevny derivét
« Destruktivni metoda
« Nutné kalibracni zéavislost




nimek 13
Biuretova metoda

Princip : Cu? vytvari v akalickém prostredi
komplex se4 N peptidické vazby

> cu
Mereni : 540 —560 nm
310 nm

snimek 14
Folinova metoda
Princip : hydroxyfenolova skupinatyrosinu
redukuje fosfomolybdenany na
molybdenovou modr
Mereni : 725 nm
snimek 15

Lowryho metoda

Princip : kombinace Folinovy a Biuretové
metody

Mereni : 600 nm




nimek 16

nimek 17

snimek 18

Metoda dle Bradfordové

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

Mereni : 595 nm

Nejcasteji pouzivané metody

Metoda Rozsah (ng) Poznamka
Biuretova 05-5 okamZzity vyvoj
Lowryho 0.05-05 pomaly vyvoj
UV -280nm 0.05-2 interference
UV —-205nm 0.01 -0.05 interference
Bradfordové 0.01 -0.05 sorpce barviva

Stanoveni biologické aktivity

Enzymatické,imunologické, toxické,
hormonani receptorové adf .
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snimek 20

imek 21

Vlastni separace

Obecné schéma

|Ziskén|’ vstupniho materidl u|

Vstupni materidl
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nimek 23

imek 24

Mikroorganismy
Bakterie, kvasinky, plisne, rasy

Vyhody - |ze jej snadno ziskat v dostatecné mnozstvi

- selekce mutantu o pozadovanych
vlastnostech

- genetickéinZenyrstvi
- termofilni organismy

Bezobratli
Hmyz, plzi, mlzi

Nevyhody - mélo se pouziv4, nesnadno se
ziskdva

Zivocidné tkane
« Laboratorni zvirata — my3i, krysy, krélici
* Jatecni zvirata—orgéany

» Clovek —telni tekutiny




nimek 25

nimek 26

nimek 27

Rostlinné tkane

Spenét, repa, hrach

Nevyhoda— problematicky rust za
definovanych podminek

Rozbiti a extrakce

Bakterie

» Z&8ezi nalokalizaci

cytoplasma

periplasma




nimek 28

nimek 29

nimek 30

Balotina

Princip —jemné sklenené kulicky pridany do
bakteridlni suspenzearychle
trepany nebo michamy — nutno
chladit

French (X) press

Princip —zmrazena bakteri&lni suspenze
protlacovana malym otvorem,
pricemz dochézi k rekrystalizaci a
rozruSeni bunek

Ultrazvuk

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

E




snimek 31

Lysozym + osmoticky Sok
(mirny osmoticky 3ok)

Princip —lysozym rozrusi bunecnou stenu,

nésledne je bakteridlni suspenze zredena
destilovanou H,O — bakterie popraskaji
4

AN ”
-
~
t

snimek 32
Zivocisné tkane
» Treci miska s piskem
* Rucni homogenizatory — Potter —
Elvehjemuv

e Mixery
» Osmotickalyse - erytrocyty

nimek 33
Rostlinné tkane

e RozruSeni bunecné steny pomoci celulas,

»  Obsahuji hodne fenolickych latek, které
mohou byt oxidovény na chinony —
melaniny, které mohou modifikovat
bilkoviny
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SraZeci metody

nimek 35
Srézeni

Nezamenovat s denaturaci — bilkoviny
zustavaji v nativnim stavu

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

Filtrace nahrazena centrifugaci

nimek 36
Rozpustnost bilkoviny

 Vlastnostmi bilkoviny — distribuce
hydrofobnich a hydrofilnich skupin na
povrchu bilkoviny




snimek 37
Rozpustnost bilkoviny

 Vlastnostmi roztoku—pH, iontova sila, org.
rozpoustedla, org. polymery, teplota

snimek 38
| zoel ektricka precipitace
oo oo
snimek 39

Srézeni neutrdnimi solemi

vsolovani

vysolovani

rozpustnost




snimek 40

nimek 41

nimek 42

V solovéni

Vysolovani

/T’ o

(NH,),S0,

Rozpustnost se mélo meni steplotou
Saturovany roztok 4 M - hustota 1,235g/cm?®
umoznuje centrifugaci agregovanych
bilkovin (hustota 1,29 g/lcm3)

Levny

Stabilizuje bilkoviny

Relativne cisty
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SréZeni - dvojstupnove
1:: \

60 T Bitkovin
B |_ Aktivita

40

20

(U o o e e e e e e ¢
% saturace

snimek 44
Sré&zeni org.rozpoustedly
misitelnymi svodou
» Rozpoustedlarusi solvatacni obal bilkoviny
H.O
L0
H,Q
H,0
H,0
HO H0

snimek 45

Srézeni org.rozpoustedly
misitelnymi s vodou

¢ COHN - separace plazmatickych bilkovin
EtOH

* Nutno provadet pri T< 0°C, pri vet§i
teplote dochézi k denaturaci

« Dvojstupnove

 Pridavky z tabulky nebo podle vzorce




snimek 46

nimek 47

nimek 48

Srazeni selektivni denaturaci

Pri této metode denaturujeme balastni bilkoviny,
cilovabilkovinamusi zustat z 85 - 90 % v
nativnim stavu.

Denaturacni vlivy — T, pH, org. rozpoustedla

Bilkovina musi nejen denaturovat i precipitovat

Tepelna denaturace
100

90

AN
% \ ,
R i

40 \

% \

10

oO+—TrrrrrTrrorr oo

teplota

Chromatografické metody
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Chromatografie

» Cvet — separace chlorofylu na Al,O; 1906

snimek 50
Chromatografie

snimek 51
Zarizeni pro LPC




nimek 52

nimek 53

imek 54

lonexova chromatografie
elektrostatickainterakce

Vazba +8 — %..'

°
Eluce @+ F" + &

lonexy

» Katexy - - vazbakationtu
silné - sulfo(S), sulfopropyl (SP) OSO5
slabé - karboxy(C), karboxymetyl(CM) COO

e Anexy - + vazbaaniontu
silné- dietylaminoetyl(DEAE)
slabé —trietylaminoetyl (TEAE)

lonexova chromatografie

* Nan&Seni vzorku —nizkaiontovéasila

¢ Eluce —gradientova
« ZvySovanim iontové sily
* Zmenou pH
« Afinitni eluce
Pouziti — purifikace, zakoncentrovani, vymena
pufru




nimek 55

nimek 56

snimek 57

Hydrofobni chromatografie
« Stacionérni faze—- Cg,-fenyl

« Mobilni f&ze — vodné roztoky
17M (NH,),SO,

 Eluce —snizovanim iontové sily

Pouziti : purifikace bilkovin

Afinitni chromatografie

Afinitni pary

[ Hillr i Re 1411
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nimek 59

nimek 60

Afinitni chromatografie
naneseni vzorku
.9
Sat

'l

:

—

¥
e

N E44

Afinitni chromatografie
vznik interakce

Afinitni chromatografie
vymyti balastu

i
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nimek 61

nimek 62

nimek 63

Afinitni chromatografie
eluce

e
e

5

o
P
)

r_

L
]

i

Provedeni

» Naneseni vzorku —nizkaiontovasila
 Eluce — selektivni - volnym ligandem
—neselektivni - zmenapH, iontové

sily, polarity

Pouziti : analytické (stanoveni K), purifikace

Gelova permeacni
chromatografie
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nimek 65

nimek 66

Gelovéa permeacni
chromatografie
Princip - stérickaexkluse
- omezenadifuse

Poradi eluce :
MrA>MrB>MrC

Gelovéa permeacni
chromatografie

Totalni exkluse

P ;
E 1 \A—:—‘ Selektivni permeace
]
3
o | Inspnian =~ Totani permeace
L] ﬂ-ﬂ.--rllli-
Gelova permeacni

chromatografie
» NanéSeni vzorku — objem vzorku< 2%
objemu kolony
* Eluce —izokraticka

Pouziti : stanoveni Mr, odsolovani, purifikace
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nimek 68

nimek 69

Elektromigracni metody

Podstata

» Pohyb elektricky nabitych castic

v elektrickém poli“

Zo6novaelektroforéza




nimek 70

nimek 71

nimek 72

Uporadani

Horizontani

[y —————————

™ CH

Uporadani

Vertikani
+

Polyakrylamid

Slozeni — kopolymer akrylamidu a
N,N, - methylenbisakrylamidu

+ plne splnuje poZadavky

Pouziti : analyza bilkovin
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snimek 74

snimek 75

Polyakrylamid
L R TLRED
# ¢
HC-llﬂ —Gr— FP—<IH—

SDSPAGE

0OSOzNa*

1 g bilkoviny véze 1.4 g SDS b
uniformni ndoj najednotku MW

SDS PAGE




nimek 76

nimek 77

snimek 78

Stanoveni Mr pomoci SDS
PAGE

_skvrna
celo

Rm

Stanoveni Mr pomoci SDS
PAGE - standardy

123488 T a8

| zoel ektrickéa fokusace

» Elektroforéza v gradientu pH,
castice jsou separovany podle
svych pl“
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snimek 80

snimek 81

|zoel ektricka fokusace

t t
+ +
pH
.

_® o

f Q/f
«,_’

pl

| zoel ektricka fokusace

+ [x

pH

| zoel ektrickéa fokusace
analyticka
« Provedeni - v gelech — PAGE, agarosa

« Pouziti - sledovani komplexnich smesi
- izoenzymové slozeni
- stanoveni pl —rozrezani aeluce
—npH elektrody
—pl standardy
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nimek 83

imek 84

| zoel ektricka fokusace
analyticka

Dvojrozmerna elektroforéza

pl

I.rozmer IEF Il.rozmer SDSPAGE

Dvojrozmernael ektroforp?za

[ — ¥ e




