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Oveéreni ucinnosti separace,
Cistoty a charakterizace

produktt

Overeni Cistoty proteinl, peptidi a polysacharidt a jejich
charakterizace pomoci HPLC (iontova, SEC, afinitni
chromatografie, hydrofobni)

Ovéreni Cistoty proteinl, polypeptidd pomoci
elektroforézy

rolaistupne purifikace

prvotni
prubeznai (tzv. postupna eliminace)
finalni vcetne strukturni‘charakterizace produktu

celkove mnozstvii produkiu; biclogicka aktivita; vytéznost,
stupen eboehacenil(koncentrace)

Pozadavky na Gistotu

podle uceluipouzitii (technicke, purifikovane, vysoce purifikovane)
Technicke — frakcionovana precipitace, kompromis mezi cistotou aicenou

Purifikované — vysSsi naroky: na cistotu; cena, separace vice metod za
sebou

Vysoce purifikovane — vysoka cena, vyzkum — strukturni studie, klinicka
diagnostika, Kalibratory, standardy, terapeuticke ticely (ptvod)

Hodnocenil dcinnosti purifikace a kriteria cistoty.

2 parametny — vyteznost (navratnost - ztraty) a stupen predisteni (kolik:
balastuise odstranilo)

vyhoda u biologicky aktivnich latek (enzymy)
vzdy se hodnoti biologicka aktivita, objem eluentu aiobsah bilkovin

kritéria Gistoty — homogenita preparatu, krystalizace (1 pik\u HPLC
neznamenawzdy homogenitu) — overit si rizaymi metodami

u biolegicky aktivnich latek kontaminujici doprovodna biol! aktivita,
pritomnost izeforem (pl), pozor. na proteazy:

hodnoceni homogenity
rozpustnost produktu (saturacni kivka s ostrymiprechodem v. misté
nasyceniroztoku).

analyticka ultracentrifugace (60tis:/ot./min; fotometricky)
centrifugace v gradientu hustoty (1 frakce, - ¢as)
SDS-PAGE a dalSi elektroforetické metody
Imunochemickeé metody.

Zakoncentrovani produktl aijejich kenecna Uprava

zakoncentrovani precisténého produktu

odparovanim (x stabilita)

mrazova sublimace (lyofilizace) — hygroskopicky prasek
(sole, ApH, organicka rozpoustédla) — denaturace,
fragmentace

precipitace a resolubilizace

ultrafiltrace (rychlost sedimentace, rovnovaha)
krystalizace (narocné, zdlouhaveé)

Charakterizace prod

- molekulova hmotnost cele molekuly, diléich' podjednotek
(SDS-PAGE, SEC)

« tvara Mr — ultracentrifugace

* izoelektricky bod'pli- IEF

« spektralnitvlastnosti (UV-VIS, cirkularni dichreismus, NMR
spektroskopie

« analyza primarni struktury, sekvence monomeru

» peptidove mapovani's MS analyzou

* rentgenostrukturni analyza




Elektromigracni metody

e e

Princip elektroforézy

Separacni metoda vyuzivajici rizné pehyblivestiriznych
iontu (slozek smesi) ve stejnosmernem; (homogennim)
elektrickem poli.

Pohyblivost separovanych iontuizavisi take na:
+ pouzitem elektrolytui(kapalne fazi)
+ chemicke vlastnosti'a porozita nosice

Vetsinu biologicky zajimavychilatek |ze ve vodnem prostredi
prevest na elektricky nabité castice.

Metodika: diseciace, zmena pH, adsoerpce iontl jineho
druhu; chemickou vazbou - tverbou tzv. ienegennich
komplexa.

I Princip II
*metoda vyuzZivana k separaci makromolekul na zakladé naboje. konformace nebo ‘
]

velikosti

*migrace nabité astice v elektrickém poli je Umérna jejimu celkovému naboji,
velikosti a tvaru

V= QE / f- frikeni koeficient
rychlost \ (popisuje tvar a velikost molekuly)

celkovy éboj intenzita el. pole

pl > pH*=====kladny naboj -

1 i’ S P g %
*malé &astice s velkym nabojem — velka pohyblivost l
svelké gastice s malym nabojem — mald pohyblivost =3

Jevy doprovazejici elektroforézu

Produkce Jouleova tepla
S rostoucim napétim (Ohmuv: zakon) roste elektricky proud: I'= UIR.
Pokud el. proud nekona mechanickou nebo chemickoul praci, energie

se bez uzitkulpreménuje naiteplo: Jouleovo teplo

Chlazeni gelul ul vysokonapetove elektroforézy
— voda, termostat, led

Elektroendoosmoza

Uplatiuje u kapilarni' elektroforézy. Stény kapilan jsoul vyrobeny: z
kremiciteho skla a vlivem disociace silanolovych skupin majii zaporny:
naboj. K zapornym nabojum se vazi pozitivne nabite ionty
(“‘counterions?), vytvari stacionarnil vrstvu (Sternova). V. nasledujici
vrstve jsou vsak tyto ionty jiz moebilni (Guy-Chapmanova vrstva).

Elektroendoosmoéza I

na vnitfnim povrchu kapilary v misté
styku s vodivym roztokem vznika
elektricka dvojvrstva

pevna ¢ast (sténa kapilary) je nabita
nepohyblivym ploSnym zapornym
elektrickym nabojem

z kapalné ¢asti se kladné ionty pfipoji
ke sténé kapilary (dvojvrtva), ionty se
pohybuji k anodé

pohybliva vrstvicka se Zene kapilarou
a strhne sebou cely prafez kapaliny v
kapilare

roztok putuje kapilarou cely najednou
(u elektroforézy putuji jen ionty).

Typy. elektroseparacnich metod

Volna elektroforéza
Zonova elektroforéza
Isoelektricka fokusace
Kapilarni elektroforéza

Vertikalni x Horizontalni

1D nebo 2D rozmérna

Nativni x Denatura¢ni podminky
Analyticka x Preparativni




Zonova elektroforéza - Elektrofoeréza na nosici

provadi se na hydrofilnich poréznich nosicich, nerozpustnych ve vodé,
s minimalni adsorpéni schopnosti, zabranuje zpétnému miseni
rozdélenych slozek

Nosice
Papirova elektroforéza — nosicem elektrolytu je chromatograficky papir;
— analyza bilkovin; déleni nizkomolekularnich latek, aminokyselin

Elektroforéza na tenké vrstvé — nosicem elektrolytu (H20 + pufr) je
vrstva silikagelu nebo Skrobu na sklenene podlozce.

Gelova elektroforéza — agar, agaroza, PAAG, porozita gelu
gradient porozity
gradient pH

Provedeni: plosng, v trubickach, vertikalnil, horizontalni

Gelova elekiroforeza

sgau:
Fleztrade

Polyacrylamide slab

vertikalni 5 Wl a0

Aparatury pro trubickove gely.

Kombinovana elektroforéza

deleni je vyuzitoi(krome.el.naboje) jeste dalSich odlisnostii— napi
a molarni hmotnosti iontd. Nosicem elektrolytuije obvykle gel (porozita
gelu) pr. SDS-PAGE elektroforéza — délenillatek podie Mr

(zvySeni ucinnosti separace, citlivosti detekce)

2D elektroforéza — kombinace izoleektrické fokuzace s gelovou
chromatografii

Elektrochromatografie — dvourozmérna — jeden smér chromatografie, druhy
smeér elektroforéza,

Elektrodialyza,
Elektroultrafiltrace
Elektrodesorpce — eluce slozek afinitni chromatografie elektrickym polem.

Blotting (Western blotting, Immunoblottin

Pouziti

pro ucely analyticke i preparativni (meng)
k separaci velkych molekul (proteiny nebo NK)
k separaci mensich molekul (cukry, peptidy. nukleotidy)

Eaktory ovliviujici pohyblivost latky

Celkovy povrchovy naboj separovane latky:
Velikost a tvar molekuly:

Porosita gelu

pH a slozeni elektrolytu

Dva hlavni typy PAAG elektroforézy

Nativni gelova (nedenaturacni) elektroforeza

« Probiha bez denaturacnich Ginidel.

- Proteiny migruji gelem podle sveho celkovehon
tvaru a podle velikosti port v gelu.

SDS gelova elektroforéza
« Proteiny jsou denaturevany dodecylsiranem sednym (SDS) a 8-
merkaptoetanolem (zrusi disulfidicke vazby).
Pohyblivost zavisi na molekulove hmotnosti polypeptidovych retézct
(Mr)
«  Vhodna pro analyzu makromolekularnich komplexu.
*  Akrylamidovy gel: pevna a inertni matrix idealni pro separaci
proteinu
Mensi velikost porti nez'u agarosy




Proteiny jsou tepelne denaturevany. ve vzorkevem pufru

_ obsahujicim dodecy! sulfat sodny (SDS)- zachovana je tak

pouze jejich primarni struktura (var 2 — 3imin.)

Aniontovy detergent, solubilizuje a denaturuje proteiny.
V/etSina proteint vaze SDS ve stejnem pomeru, asi' 1,4 g
SDS/g proteinu

PAA gelova elektroforéza - PAGE

Gel z polymerovaného akrylamidu
Polymer vytvari sit' (podle koncentrace akrylamidu uréita velikost ok sité)
Molekuly se déli podle své velkosti (malé rychleji, velké pomaleji).
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LLaemmliho diskontinualni systém

Pouziva se dvou gelu tzv. zaostfovaciho (,stacking“) gelu nahore a
separacéniho (,running®) gelu dole. Lisi se hodnoty pH 6,8 a 8, 3
elektrodovy pufr se pak li§i od obou gelovych pufri.

Mabilita'separovanych proteint mezi
a) mobilitou'iontuive stacking gelu
Cl;; tzv. leading ion = vedouci

b) mobilitou'iontu'v: katedevem pufru
(glycin, pK 9.6,

tzv. trailing ion = zakoncujicf).

lonty, il proteiny: migruji'do o
zaostrovaciho gelui(5%)

= 2 S nnise |
koncentrujiise do velmi tizke zony, -

Co obsahuje vzorkovy pufr pro SDS-PAGE?

Tris pufr utvariivhodne pH

SDS (dodecyl sulfat sodny) detergent poskytujici proteintim negativni naboj

Glycerol vzhledem ke sve vyssi specificke hmotnosti zajistuje klesnuti
vzorku ke dnu jamky V. gelu po naneseni

Bromophenol Blue* barvivo umiznujici sledovat prabeh elektroforezy:
(pohyb cela v gelu)

2-ME! (DTT)

stribrem

Coomassie blue
Fluorescencnibarviva
RI

Specificke barveniipro
fosfo-, glyko-

Molekulova hmotnost proteint

velikost merenalv. daltonech (Da) Cilkilodaltonech (kDa)
Dalton = jednotka atomove hmotnosti

= priblizne se rovna hmotnosti atomu' H

(1,66 x 10-*g)

= definovan take jako) 1/16 hmotnostilatomui O

Prumeérna aminokyselina = 110 Da
Prumerny nukleotidovy par = 649 Da




Gel — 10%), Mr marker pozice'5

bilkoviny obalené
- molekulami SDS
ziskaji stejn¥ naboj

Separace
latek podle
jejich Mr : smér migrace

Rf=d/f
Rf = retenéni fuktor
t' = vadilenost €ela od startn
d = vzdilenost prouzku od startu

i
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Uginnost separace smésiv.gelech o

Porozita gelu a Mr separovanych latek

% Acrylamide
10%

200kDa —— 88—
100 kDa
90 kDa
B0 kDa
70 kDa
60 kDa

50 kDa

40 kDa

30 kDa

20 kDa

10 kDa

0kDa

PAGE elektroforezy - modifikace

1) Nativni (rtzné pH, pufry — Tris, MES, MOPS, HEPES)

2) SDS-PAGE - tris/tricine— pro proteiny mensi nez 14 kDa
((ICE))

3) SDS-PAGE - tris/borat/EDTA — elektroforéza pro gp, SDS
se nevaze na cukerné slozky

4) Afinoforéza — polymer modifikovany latkou vykazujici
afinitu k jedné ze separovanych slozek (napr. lektinova,
chelataéni)

5) Imunoelektroforéza, Imunofixace




PAGE elektroforeza — preparativnilverze

Upper electrophoresis. | ( \ ]

bulter ‘ To peristaltic pump
[Elution buffer and fraction

Caoling core

Flution collection
tubce

Lower electrophoresis,
buffer

Gel tube

Protein bands

Flution chamber

|zoelektricka fokuzace

PFi nizkém pH jsou PFi urkité hodnoté pH P vysokém pH jsou
proteiny nabity kladné a profeiny ztraci svijmdboj  proteiny nabity zdporné a
putuji ke katodé (= isoelekirick§ bod proteinu) putuji kanodd
a jiZ se nepohybuji

S ©

|zoelektricka fokuzace

Isoelekticka fokusace se provadi bud v: trubickach nebo v
plochych gelech, stripech. Hotove IEEF gely s amfolyty

nebo immobiliny’ se dodavaji komercne spolul s pristrojil pro
auematizovanou [EE
Vzorky: se obvykle nanaseji na katodove strane.

Denaturujici podminky pri IEE - 9 M mocovina nebo
neienogenni detergenty (Triton X-100).

Vyuziti: stanoveni pl, kontrola homogenity, isoenzymy:

Preparativni IEE

Provadi se v_chlazenych vertikalnich sklenénych kolonach, ktere
jsou naplneny roztokem amfolytul - stabilizovanoe gradientem sacharosy;
(viz centrifugace), Ficol, Perkol.

Na konci separace se kolona vypustildoizkumavek ve sberaci frakei.

Zarizeni Rotofor (Bio-Rad)

membranovy:system zon brani
smiseni separovanych vzorku

Separace izoenzymu ( Apl)

Kombinuje pouziti IEF a SDS-PAGE pro Ucely studia proteomu,
vypracovano O’Farrellem v 70. letech. , Umozriuje rozliSeni az 10 000
protein(.

Proteiny se nejprve rozdéli podle jejich pl v gradientu pH.
Po separaci v prvnim rozméru je provedena elektroforéza v gelu.
Proteiny migruji ve druhém rozméru v zavislosti na své velikosti.




2D gelové elektroforéza Separace |Zoforem ( Apl)

Rozdéli soucasné stovky i tisice proteint § Hg/lG?1 pH 3

Proteiny jsou rozprostfeny na plose

<—SDS electrophoresis

Blotting proteinti a nukleovych kyselin Sestava pri blotovani

blotting (angl. blot = skvrna, karika, ¢esky pfenos)

pasy separované latky (napf. SDS-PAGE) se prenaseji elektroforézou na
membranu (NC, PVDF), kde jsou uchyceny adsorpci nebo kovalentni
vazbou.

DNA analyza (Southern blotting, Southern 1975)

RNA analyza (Northern blotting, Alwine et al., 1977)

PROT analyza (Western blotting, Towbin et al., 1979)

1. faze: klasicka SDS-PAGE
(separace poadle Mr)
faze: blotovani
pusobenim elekirickeho prouduidojde k preblotovani proteintiz gelu do
membrany’

. faze: vyvijeni

vizualizace prenesenych proteint;, nespecificke nebo specificke barvent
Ponceau S, East Green nebo Amidoecernid0.B.

Detekce konkrétniho proteinu

Rozdeleni metod blottingu podie provedeni \Western biot s imunochemickon deteke

Difazni blotting - prosta difuze v tanku s pfenosovym pufrem, dlouha Proteinova elektroforéza (SDS-PAGE)
doba 36-48 hodin, velkou nevyhodou difuze do stran - zhorSeni

rozliSeni vlastni elektroforetické separace. transfer proteinti z gelu na membranu

. . = Western blot
Kapilarni blotting - cela jednotka je zatizena, suchy papir nasava

kapilarnimi silami pufr, vzorek je tak tazen z gelu na membranu. Trva ﬂ

zhruba 12 hodin. - detekce proteinu protilatkou
(komplexu primarni a sekundarni protilatky)
Vakuovy blotting - misto kapilarnich sil vzorek tazen vakuem.

Podstatné rychlej§i (30 min). Vyhodou téZ ostrej$i pasy (potlateni vizualizace pomoci barevné reakce
difuze). nebo chemiluminiscence

Elektroblotting - nejrychlej$i a nejuginn&j$i metoda. Hnaci silou je v @ ———— Sekundami protiltky konjugované
tomto piipadé sila elektrického pole. Podle provedeni se rozliduje tzv. A @ ‘5( IE'LZY"‘E'": f,'”t°f- Z"aéksux ka'e i

- 0 - - - 0 3 B rimarni oloidnim) zlatem, radioaktivné,
Jtankovy (tank, wet’) plo_ttmg a ,polosuchy (semi-dry)‘ blotting. Jediny prm\\étka\j( i e anenel Detekesl ikt rotiita
pro vysokomolekularni biopolymery.

Schiffovou reakci, alcianovou modri,
g ) §§Egg tinﬁ.

membrana s navazanymi proteiny




SDS-PAGE — Siroke uplatnéni

Elektroblotting

‘ + (istota produktu — pribézné, konec¢né monitorovani
Aftor Transfor:
I

(# dectrode
Diraction of e ——|

—
[*% ¢ ¢ o | |frnse
{-) decirode felectric Tk =) dlectrode
bands in gel niroceBubose  shest

bands on
Mote: All the layers are pressed tightly together. niroceBulose

citlivost metody — pg az ng! podle typu vizualizace

vizualizace vSech, i kontaminujicich slozek x imunoblott
(identifikace)

Siroké rozmezi Mr latek - zvolit vhodnou porozitu gelu,
nejlépe gradientové gely

detekce kontaminace NML problematicka
prikaz produktu ve smési (Mr, standard)
prikaz rozpadovych fragmentd (Mr, Imunoblot)
kvantifikace (denzitometricky) omezena

¢ moznost nasledné MS analyzy ,band(”

P - Idealizovana PAGE purifikace fiktivniho proteinu
Sledovani istoty proteinu

+ Elektroforéza dokumentuje
prabéh purifikaéniho procesu
PFi pouziti standard o znamé
molekulové hmotnosti je mozno
zhruba stanovit molekulovou
hmotnost izolovaného proteinu
(SDS elektroforézou)

Frakéni Tontoménicovd  Molekulové sito  Afinitni
vysolovéni  chromatografie (gelovd filtrace) chromatografie

1 2 3 4 5

Homogendt

Pavodni vzorek
Eluované proteiny

Standardy
Nenavazané proteiny

Prokazani identity

+ reakci se specifickou Ab -
imunoblot
uvolnit elektroeluci a nasledné
MS analyzu

Izolace IgG1l - hyperimunni serum

Afinitni chromatografie

MPC-protein A

10% gel SDS-PAGE

barveno Coomasie Blue StdMr  Trypsin - Tip-TPCK  purificTrp  biotTrp




Identifikace anti-CA | protilatek izolovanych afinitni Hodnocenit cistoty vychoziho materialul pred
chromatografil enzymovou fragmentaci

Tris—Tricine—SDS-PAGE:

gel—16,5% T, 3% C (MW 1-70 kDa),
detection with silver staining,

positions:
(1) non-digested native CA I,
(2) non-digested unfolded CA I,

(3) unfolded CA | digested 3 h by
immobilized trypsin,

(4) molecular marker (10-250 kDa)

Vizualizace fosforylovanych proteinti - specifické Tris-Tricine-SDS-PAGE-urea pro Abeta peptidy + blotting
barveni ProQ Diamond. Il

APP alfa

Albumin
10.8/0:6(04/02|0.1(0,05

-

Ovalbumin

B-Kasein

Lane 1, 2 and 10: synthetic Abeta Standard mix
Cisla uda’vajl’ mnoJstvi proteinu v mg/band Lane 3: CS.Fv (#3131) which was sent to Pardubice
Lane 4: Original sample (CSF UPCE)

Lane 5: Eluting fraction IP 1

o L . L . Lane 6: Eluting fraction IP 1 (1:4 diluted)
Detailni snimek gelu barveného 180 minut a odbarvovaného pres noc Lane 7: Eluting fraction IP 2

T - . Lane 8: Eluting fraction IP 2 (1:4 diluted
Detekce na pfistroji Molecular Imager FX (Bio-Rad Laboratories): Ex/Em: 532nm/602nm Lane 9 Elutmg fraction IP 2 §1 8 diltuled)) Western blot, University of Duisburg (Hermann)

HPLC — analyticke usporadani

Preparativni alytické
SDS-PAGE 37 kDa »
Bl Castice 5— 10 um « Castice 1,8 — 3,5 um

DD S L Gl 2 Kolona 30,0 — 21,2 mm x 250 « Kolona 2,5 — 4,6 mm x 150 —

Ademtech 5B2 Ab. mm 250 mm
(semiprep. 7,8 mm) * Prutoky 10ky pl/min

Eluce pH 3 Pratoky 10tky ml/min * Objem vzorku pl

Brp Objem vzorku ml * Kapacita kolony - ug

Kapacita kolony — mg + Pfedkolona
Recyklace vzorku * Monolitické kolony
Sériové fazeni kolon * Kapilarni kolony
Predkolona * Nano-HPLC

Gely reprezentuji eluéni frakce ziskané z imunosorbentdi Ademtech 5B2
Ab (a) a perlové celulézy 9H7 Ab (b). Priikaz PrP specificky pomoci anti-PrP-
HRP 3F4 (imunoblot).




Gelova permeacni chromatografie v.HPLC modu
+ Rigidni nosi¢ silikagel (povahou aniont, hydrofébni)
Semirigidni nosi¢ PS

Modifikované povrchy — biokompatibilita
(Silikagel modif. hydrofilnim polymerem)

Castice 5 — 10 um, sférické
Castice s uniformni porozitou
Pratoky do 0,5 ml

¢ Teplota 4°C — 37°C

lontove vymeénna chromatografie v HPLC modu

Prvni typ v HP modu (HPIEC)

Silikagelové ionexové pryskyfice

Nové materialy - PS-DVB, alumina, PES-PA

Pelikularni hydrofilni polymery

Odolnost viéi tlaku

Preparativni uspof. - ¢astice az 25 uym (40% hydratace)

Anal. uspor. — ¢astice 5— 10 ym, menSi stuper hydratace
(10 — 20%)

Separace x eluce — pH a iontova sila mob. faze

Kombinace SEC (IEC) + ELEA

Gel Filtration
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RP-HPLC

+ Nejvhodnéjsi pro separaci proteinu, peptidt
podminky, kdy nedochazi k denaturaci

Zavislost retence peptidi na malé zméné obsahu
organického modifikatoru

Silikagel modifikovany rzné dlouhymi alkylovymi fetézci —
endcapping, omezena chemicka stabilita!

Polymerni kolony PS-DVB — pH 2 — 12
Zirkoniové — vyborna chemicka a tepelna stabilita
Monolitické materialy

Castice 5—8 pm (Ize az 40 pm)

Velikost pord 90 A 300 A 4000 A

RP-HPLC

Detekce UV-VIS
(205 nm, 215 nm, 252 nm, 280 nm)

Pratoky do 1 ml/min
Teplota

Stacionarni faze — pro silné hydrofobni — C4, C5
pro hydrofilni peptidy — C8, C18

Organicky modifikator — acetonitril, metanol, isopropanol

(gradient)

Alternativni stacionarni faze — monolitické kolony,
kapilarni kolony — 150 x 0,32 mm; prameér 3,5 ym,
pratok 3 pl/min




