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Metody studia bilkovin

Studium
o struktury — molekularni viastnosti
o funkce - (katalyticke qj. vlastnosti)

Podle potreby a ucelu
o isolace do pofrebné Cistoty — individua, krystalické
o studium in sifu

Isolace — metody vice Ci méné komplikované podle Ucelu
o Cisté nativni bilkoviny pro studium vilastnosti event. farmakologii,
o hrubé isolace pro prumysl apod.

Isolacni postupy — separacni metody
Analyza — tytéz nebo dalsi



Obecné kroky pri isolaci bilkovin

* |zolace - prehled metod

o -desintegrace materidlu

o -preparativni centrifugace

o -srdzeci metody, jsou zalozeny na zmeneé rozpustnosti

o - membrdnové separace

o - chromatografie
o - (preparativni elektromigracni metody — elektroforéza)
o - krystalisace

« Analyfické postupy — v€etné metod separacnich
o elektroforéza a chromatografie v analytickém méritku,

o spekiralini metody
o Absorpcni
disperzni
chiroptické metody
NMR
rentgenostrukturni analyza,

o MS — moderni metoda umoznuijici i stépeni retézce
o dalsi specidlni metody

O
O
O
O



Urceni primarni struktury

« Analyza aminokyselinového slozeni.

o Bilkovina se hydrolyzuje totaine (siin€ kysele Ci
zasadité prostredi, zatavend ampule, autoklav)

o Smeés aminokyselin se analyzuje standartnimi
metodami

o ionfoménicovou chromatografii (analytické provedeni)
o noveji hydrofobni chromatografie nebo kapildrni zonova
elektroforéza.
« Kvantitativni analyza

o Derivatizace Cinidlem poskytujicim barevny Ci
fluoreskijici

o Témeér univerzdaini — ninhydrinova reakce -
modrofialové zbarveni se vSemi aminokyselinami s
vyjimkou Pro (a Hypro), kdy vznika zluté zbarveni.

o D.C;|SI zpuUsoby derivatizace (dansylace, fluorescamin
aj.



Schama analyzatoru aminokyselin
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Ninhydrinovad reakce
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« Schéma ninhydrinové reakce obecné, A =
570 nm



Ninhydrinovad reakce
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« Ninhydrinovd reakce s prolinem, A =
440 nm



I[EC aminokyselin

pH 3,25 pH 4,25 pH 6,0 + 0,8 M NaCl
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« Elucni profil aminokyselin
— Kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni



Urceni poradi aminokyselin - sekvenace

« Sangerova metoda
o N-koncovd AK oznacena dinitrofluorbenzenem
o Poté kompletni hydrolyza retézce
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 UrCeni sekvence insulinu



Urceni poradi aminokyselin - sekvenace

« Edmanova metoda

o N-koncovd AK oznacena fenylisotiokyanadtem

o Poté mirnd hydrolyza N-koncové AK, zbytek
retézce Ize opétovné analyzovat (ca 30 kroku)

o Cyklicky proces — automaticky sekvendator
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Urceni poradi aminokyselin - sekvenace

L

« Schéma sekvendatoru
o Jednotlivé kroky oddélené promyvanim




Urceni poradi aminokyselin - sekvenace

« Dalsi specidlni operace
o Denaturace

o Separace retézcu
o Redukce —COOH

« Jind specificka stépeni
o Enzymatickd

o Chemickd (BrCN — Met)
o MS — tandemovd qj. variace



Syntéza polypeptidu

Vyznam

— Priprava velkych mnozstvi prirozenych bilkovin (inzulin,
HGH q.)

— Priprava modifikovanych a umélych bilkovin
Moznosti — chemickd Ci enzymovad syntéza —
vyhody a nevyhody
Chemickd syntéza

— Akfivované reaktanty

— Kondensacni Cinidla

— Nezddoucireakce — ochrana skupin — blokace

— Problém odstranéni meziproduktU
Enzymova syntézao
— Molekuldrné biologicke postupy



Syntéza peptidu

« Reaktanty
o Blokuijici skupina
o Kondensacni cinidlo
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Sled reakcnich krokU
Merrifieldovy syntézy

na pevné fazi
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