02b-Chromatografie

1. Enzym se vyskytuje jako monomer a tetramer. Jak ziskate monomer zbaveny tetrameru?

2. Ptipravujete hybridni DNA renaturaci smési dentaurované DNA. Jak ji oddélite od
zbytkll nerenaturované DNA?

3. Mame smés kruhové a linearni DNA o stejné M, = 6.10°. Ktera bude vytékat z kolony
agarosy diive a pro¢?. Jak by to bylo v pfipad¢ nativni a denaturované rRNA?

4. Cistite enzym pomoci standartni metody zahrnujici GPC. Pouzijete-li 10x vy3si
koncentraci enzymu nez je uvedeno, zacne enzym vytékat pii V. Proc?

5. Cheete zvyzit mnozstvi materidlu zpracovavaného sloupcovou chromatografii. Je vhodné
zvétsit délku nebo Sitku kolony nebo oboji?

6. Papirova chromatografie latek A, B, C a D dala hodnoty R¢ v nésledujicich soustavach:

Latka BuOH-H,0O IPrOH-HCI EtOH HAc
A 0,23 0,31 0,42 0,09
B 0,24 0,20 0,51 0,62
C 0,38 0,58 0,40 0,64
D 0,41 0,56 0,53 0,10

Jak nejlépe oddé¢lite tyto latky?

7. Aplikovali jste 20 mg bilkovin na sloupec DEAE-celulosy, z nich 30% je hledany
enzym. Po eluci jste nalezli ve vSech frakcich dohromady 18,9 mg bilkovin, ale zddnou
enzymovou aktivitu. Vysvétlete!

8. DNA o M; 6.10° je tvofena dvouvlaknovym tsekem a jednovlaknovym prodlouZenim o
stejné délce jako dvouvldkno. Chromatografujete ji na hydroxylapatitu gradientem fosfétu,
kdy je eluce témef nezavisla na M,. Kde se da ocekavat tato DNA - pfi Vg jednovlaknovych
nebo dvouvldknovych DNA nebo mezi nimi? Proc¢?

9. Enzym vyzaduje Mg”", jeho ztrata zptsobuje ireversibilni inaktivaci. Pokusili jste se ho
purifikovat na iontoménici (katex) i GPC, v obou ptipadech ztratil aktivitu. Vysvétlete, co se
stalo a jak upravite postup, aby k inaktivaci nedoslo!



10. Nekteré latky, napt. morfin, se vazi na specifické receptory nervovych bun¢k. Jak to
vyuzijete k isolaci tohoto receptoru?

11. Dva enzymy o stejné M, maji pti pH 5,5 uspotadanou sek. strukturu, nejméné 75% je
alfa-helix. Pti pH 8,5 jeden z nich ztraci uspotadanost a nabyva tvaru ndhodného klubka, tato
zména je vratna. Navrhnéte separacni postup véetné analyzy isolovaného materialu!



