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Cviceni C. 6
Purifikace rekombinantniho proteinu
afinitni chromatografii

Prirodoveédecka fakulta MUNI



CO NAS DNES CEKA...

1) Teoreticky uvod k tématu

2) Seznameni se s protokolem ke cviceni
3) Separace bunék z média centrifugaci
4) Lyze bunék a separace CFE centrifugaci

5) Purifikace GFP-His a BglC-His metaloafinitni purifikaci
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PRIPRAVA BUNECNEHO EXTRAKTU

Podstatou je lyze bunky a odstranéni bunécnych obalu
= Bunécné stény u G+/G- bakterii ¢i kvasinek, proteinové

kapsidy u viru
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ODSTRANENI OBALU CHEMICKY

" Chemicka Cinidla narusuji integritu bunécnych stén
= Ddlezité je chemické slozeni bunécné stény
* Druhé Cinidlo pak narusi bunécnou membranu (lipidy)

= Klasicky postup u E. coli a pribuznych bakterii:

lyzozym + EDTA + SDS




MECHANISMUS UCINKU LYSOZYMU

= EC3.2.1.17, muramidaza, patfi mezi glykanhydrolazy
* Hydrolyza vazeb 1,4-f mezi N-acetylmuramovou

kyselinou a N-acetyl-D-glukosaminem v peptidoglykanu
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MECHANISMUS UCINKU EDTA

Etylendiamin tetraacetat (EDTA)

Chelatacni ¢inidlo, vychytava Mg?*, které pomahaji
udrzovat integritu bunécnych obald

Inhybuje nukledzy s kofaktorem Mg?*, které by mohly
degradovat NK



MECHANISMUS UCINKU SDS

Dodecylsulfat sodny (SDS)

" Aniontovy detergent

= Rozrusuje vrstvu fosfolipidu ve vnitrni ¢i vnéjsi
membrané

= Narusuje nekovalentni vazby proteinu a denaturuje je




AFINITNI CHROMATOGRAFIE

Zalozena na vysoce specifickych interakcich biomolekul

" Enzym-substrat, protilatka-antigen, receptor-ligand,
protein-NK, rekombinantni protein-protilatka atd.

= Stacionarni fazi tvori jedna z interagujicich molekul
vazana na pevny nosic

" \azebny partner je vychytavan ze smési v mobilni fazi

= Eluce pufry o 1 Ci 4/ pH ¢i iontové sile (zména konfor-

mace Ci ndboje) nebo s P konc. ligandu (kompetice)
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AFINITNI CHROMATOGRAFIE

Tagged protein

Protein without a tag

Anti-tag
antibody-coated beads

Absorption by proteins

Eluticn with buffer

http://ruo.mbl.co.jp



AFINITNI CHROMATOGRAFIE

= Komercné dostupné predplnéné kolony s matrici

= Nejcastéjsimi nosici jsou polysacharidové gely (agardza),
celuldza, polyakrylamid

= Ruzné vstupni materialy: bakterialni ¢i kvasinkovy lyzat,
rustové médiu, krevni sérum...

= Nejcastéjsi vyuziti pro purifikaci NK ¢i proteinu




Ni-NTA METALOAFINITNi CHROMATOGRAFIE

= Zalozena na silné vazbé meazi histidinem a iontem Ni
v zasaditém pH
" 6xHis tag na N nebo C konci rekombinantniho proteinu

= Ni-NTA (nitriltrioctova k.) agardza jako stacionarni faze

Structure of NTA in complex with Ni?*
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FPLC (FAST PROTEIN LIQUID CHROMATOGRAPHY)




FPLC CHROMATOGRAM
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