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1) Teoreticky uvod k tématu

2) Seznameni se s protokolem ke cviCeni
3) Separace bun€k z média centrifugaci
4) Lyze bunéek a separace CFE centrifugaci

5) Purifikace GFP-His a BglC-His metaloafinitni

chromatografii
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PRiPRAVA BUNECNEHO
EXTRAKTU
Podstatou je lyze buniky a odstranéni bunécnych oball

= BunécCné stény u G+/G- bakterii Ci kvasinek, proteinové

kapsidy u viru

Lipoteichoic acid




ODSTRANEN{ OBALU CHEMICKY

= Chemicka Cinidla naruSuiji integritu bunéCnych stén

= Dulezité je chemické sloZzeni bunécné stény

= Druhé Cinidlo pak narusi bunéCnou membranu (lipidy)
= Klasicky postup u E. coli a pfibuznych bakterii:

lyzozym + EDTA + SDS
...a jak to funguje?
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MECHANISMUS UCINKU LYSOZYMU

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

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

Etylendiamin tetraacetat (EDTA)
» Chelatacni Cinidlo, vychytavd Mg?*, které pomahaji
udrZovat integritu bunécnych oball

» Inhybuje nukledzy s kofaktorem Mg?*, které by mohly
degradovat NK 0



MECHANISMUS UCINKU SDS

Dodecylsulfat sodny (SDS)

= Aniontovy detergent

= RozruSuje vrstvu fosfolipidu ve vnitfni Ci 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.

= Staciondrni fazi tvofi jedna z interagujicich molekul
vdzand na pevny nosiC

= Vazebny partner je vychytdvan ze smeési v mobilni fazi

= Eluce pufry o 1 Ci | pH Ci iontové sile (zmena konfor-

mace Ci naboje) nebo s 1 konc. ligandu (kompetice)

MUNI
CI



AFINITNi CHROMATOGRAFIE
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AFINITNi CHROMATOGRAFIE

KomerCné dostupné predplnéné kolony s matrici
= NejCastéjSimi nosiCi jsou polysacharidové gely
(agarodza),
celuldza, polyakrylamid
= RUzné vstupni materialy: bakteridlni Ci kvasinkovy lyzat,
rustové médiu, krevni sérum...

= NejCastejSi vyuziti pro purifikaci NK




Ni-NTA METALOAFINITNi CHROMATOGRAFIE

= Zalozena na silné vazbé mezi 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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POLYAKRYLAMIDOVA GELOVA ELEKTROFOREZA (PAGE)

Nativni PAGE a SDS (sodium dodecil sulfate) PAGE
= Proteiny rozd€leny na polyakryalmidovém gelu na

zakladé jejich elektroforetické mobility

= Ta je fukci délky AA retézce (Mw), konformace (tvaru) a

naboje molekuly

= U SDS-PAGE na tvaru molekuly nezalézi, protoze je

dena-

turovana teplem a detergentem dodecylsulfatem

i

Ul Isod nym, ktery zaroven AA retézci doda negativni ndboj
SCI



POLYAKRYLAMIDOVA GELOVA ELEKTROFOREZA (PAGE)

CH2=(|3H CH2=(|3H CHZ—(i‘H—CHZ—(llH—CH.z—(lIH—
(l;=o f=0 Persulfate f=0 f=0 f=0
NH, ¥ NH NH, NH NH;
| TEMED |
Acrylamide |CH? fH?
rlm r;m2 NH PllH?
|
?=0 E:=0 ?=O f=0
Bisacrylamide Polyacrylamide

https://www.youtube.com/watch?v=EDi n ONiF4
punp s/ wwwy / - @e)
CI



tion of protein migration
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NATIVNI VS. DENATURUIJICI PAGE
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NATIVNI VS. DENATURUJICI PAGE
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Shi et al. (2013) Systematic functional comparative analysis of four single-stranded
DNA-binding proteins and their affection on viral RNA metabolism. PLoS ONE, 8(1):e55076
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SDS-PAGE PO PURIFIKACI: VYSLEDEK

GFP-CtDoc-His BglC-CtDoc-His
(36,5 kDa) (63,5 kDa)
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