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SEPARACE PROTEINU

Preparativni x analyticka /méritko, ucel/
Zvlastnosti dan¢
povahou materialu
(variabilita, nestalost, komplexnost)
povahou proteinu

(,,multiplicita® chemicka a fyz.-chem.)
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SEPARACE PROTEINU

PREPARATIVN] ANALYTICKA
- selektivita - kompletnost
(jednotlivé proteiny) (v§echny proteiny)

- zachovani funkcnosti
(charakteristik)

- 1dentifikovatelnost
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,TRI FAZE SEPARACE"

1. ,,Capture* (stabilizace, odstranéni hlavnich
non-P kontaminant)

2. ,, Intermediate* (purifikace, odstranéni
hlavnich proteinovych kontaminant)

3. ,,Polishing* (dosazeni vysoke Cistoty,
odstranéni zbytkovych proteinovych necistot)

STRATEGIE (stfidani, nebezpecne
kontaminanty, rychlost, jednoduchost)
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TECHNIKY SEPARACE

Charakteristiky:

rychlost, selektivita, kapacita, vytézek

1. FAZE rychle, vysoka kapacita, vytézek

extrakce (solubilizace, vsol

ovani)

srazeni (vysolovani, PEG,

Jy

(chromatografie - ,,vsadkove provedeni)
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CHROMATOGRAFIE

1. Déleni na zaklad¢ dostupnosti poru (SEC)
2. ,,Adsorpce*
selektivita adsorpcni — 1onex — afinitni
cvarlace®  RP-HIC-HILIC
,,.Skupinove afinitni‘
(chelatacni )
Molekularné biologicke separace - ,,tagy*
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Pouzitelnost metod pro faze 1-3

Char. Il 2 3. ST FIN
IEC K,S,R | | | -soli jiné pH,
SEC O 3 1 objem zredéni
Afin. R.S.K. iy ‘ vazba
HIC R,s,k 1 2 3 +soli
RP S 3 1 org.solvent
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Vyvojove trendy

* Automatizace

e Miniaturizace

* Vyvoj sorbentu (RP)
e Spojovani technik

e 2-Dam-D
chromatografie
(proteomika)
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Elektromigracni metody

Rozd¢leni:
stabilizace (kapilara, papir, gel)
provedenti (elfo, IEF, 1zotachoforéza

,,JKombinace* s délicim efektem matrice (gel,
micely, elektrochromatografie)

Analyticka déleni
SDS/PAGE, ,,2D elfo*
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,,Dvourozmerna elektroforéza“

OBVYKLE T ——_
» kombinace » N ———
1zoelektricke 25
fokusace (IPG) §
e kolmo SDS/PAGE

(PAGE)

Vysoke rozliSeni (1000+ proteinu)

6.9.2006 10



PROTEOMIKA

Genom ... mnoho proteomu

-
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Postupy proteomiky

,,Katalogizace* proteinu
kombinace UCinne separace s detekci MS

2D-elfo

MALDI/TOF

Porovnavani proteomu

Studium interakci

6.9.2006

12



ALTERNATIVY

Varianty elfo

denaturace
(SDS)

redukce (DTT)
Varianty MS
RETOF

PSD
ESI
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Proteom

extrakce

Smi s proteinu

Jednotlivé proteiny Smi s peptidu
proteolyza ' L 2D-HPLC
Smi s peptidu Jednotlivé peptidy
MS-analyza
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,,Dvourozmerna elektroforéza“

kDa 4 7 pl
s | | .
50

37

25

1000+ proteint je stale malo ,redukce komplexity*

Problémy s limity dynamického rozsahu
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Proteolyticke Stépeni

Specificke proteasy (omezeny pocet peptidu)

e Trypsin (/K, /R)

in-gel, po blotovani — odstranéni kontaminant

Varianta — Stépeni pred délenim (E

VVVVVV
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Hmotnostni spektrometrie

D¢leni podle m/z v elektromagnetickem poli

71 = ANALYZATOR > D

Zéakladem pouziti MS pro proteiny Setrne 1onizace

FAB, MALDI, ESI
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MALDI-TOF

Matrix Assited Laser Desorption Ionization
opticka excitace ve vhodné matrici (smés s P)
kratkym pulsem laseru (ns)
pienos energie (proton) z matrice na P

matrice — organicke kyseliny (derivaty benzoove,
skoricove, nikotinove, acetofenonu aj.)

laser — UV (N)), IR (Nd-YAG)
Setrna 1onizace
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MALDI-TOF

Time-Of-Flight analyza smeési 1ontt

urychleni elektrostatickym polem (extrakce)
prulet linearni driftovou zonou

z.e.U=mv"/2

t=L/v

Nesplnény predpoklad — stejné 1onty stejnou energii
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Princip vyuziti MALDI-TOF

Identifikace proteinu ,,peptide mass fingerprint*
porovnavani hodnot m (m/z) s databazi
— jde o trypticke Stépy
— genom znam

— hmotnost znama dost presn¢

Ale: viz vyse (E neni nulova)

Delayed extraction (az chvili po pulsu)
Reflektron zvysSeni presnosti m/z
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Alternativni strategiec MS

Sekvenace peptidu (proteinu)
— v TOF PSD, ISD
,,Jadder sequencing® (karboxypeptidasa)
— alternativni zpusoby 10nizace a analyzy
(ESI-MS-MS — , triple quad®)
(1ontova past)
(FT-ICR)
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LC-MS(-MS)

Alternativa k 2D-elfo -vicerozmérna HPLC

1onex (katex) se stupnovym gradientem
analyza vymyvanych frakci (RP)
,,peak parking*

Analyza dat — specialni SW
Miniaturizace ,,analyza na Cipu“
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