Metody studia bilkovin

Studium struktury ~ — molekularni vlastnosti
- funkce — (katalytické aj. vlastnosti)

Podle potieby a ucelu — isolace x studium in situ

- Isolace — metody vice ¢i méné komplikované podle ucelu (Cisté nativni bilkoviny pro
studium vlastnosti event. farmakologii, hrubé isolace pro primysl apod.)

Isolaéni postupy — separac¢ni metody:

Isolace pomoci metod vice ¢i méné komplikovanych podle tcelu (€isté nativni bilkoviny pro
studium vlastnosti event. farmakologii, hrubé isolace pro primysl apod.)

Obecné kroky pii isolaci bilkovin

-desintegrace materialu

-preparativni centrifugace

-srazeci metody, jsou zalozeny na

- membranové separace,

- chromatogratfie,

- (preparativni elektromigra¢ni metody — elektroforéza),
- krystalisace.

Analytické postupy — véetné metod separacnich:

Elektroforéza a chromatografie v analytickém meéftitku,
- spektralni metody,

- chiroptické metody,

- rentgenostrukturni analyza,

- NMR,

- MS

- dalsi specialni metody
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Urc¢eni primarni struktury
Analyza aminokyselinového slozeni.

Bilkovina se hydrolyzuje totalné (siln¢ kyselé ¢i zasadité prostiedi, zatavena ampule,
autoklav). Smés aminokyselin se analyzuje standartnimi metodami, klasicky iontoménic¢ovou
chromatografii (analytické provedeni), novéji se uziva hydrofobni chromatografie nebo
kapilarni zonova elektroforéza.

Obsah aminokyselin se zjiStuje vhodnou metodou, nejcastéji reakci s ¢inidlem poskytujicim
barevny produkt. Aminokyseliny poskytuji fadu specifickych reakci v zavislosti na bo¢nim
substituentu (viz laboratorni cviceni), které nejsou vhodné pro tuto analyzu. Vhodnou reakci
je takova, kterou poskytuji vSechny aminokyseliny — tuto podminku téméft splituje reakce
ninhydrinova. Cinidlo (roztok ninhydrinu) poskytuje modrofialové zbarveni se viemi
aminokyselinami s vyjimkou Pro (a Hypro), kdy vznika zluté zbarveni.



Schdma analyzatoru aminokysalin
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Schéma ninhydrinové reakce obecné, A = 570 nm
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Ninhydrinova reakce s prolinem, A = 440 nm
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Dalsi zpusoby derivatizace

Urceni poradi aminokyselin - sekvenace

Sangerova metoda
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Schéma sekvenatoru



Syntéza polypeptidi

Ackoli se postupné rozvinula fada efektivnich molekularné biologickych metod ptipravy
bilkovin, z nichz mnohé jsou primyslové vyuzivany (insulin), pfiprava chemickou syntézou
ma stale opodstatnéni. Vychazi z obvyklych syntetickych postupi, kdy reaguji aminokyseliny
s aktivovanymi skupinami, které maji vytvoftit peptidovou vazbu, naopak se chrani skupiny,
které spolu reagovat nemaji. Hlavnim problémem bylo ¢isténi meziprodukti, které v roztoku
vede ke znaénym ztratdm a tim znemozni syntézu delSich fetézct.
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