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SZEKVENCIAANALIZIS

1. Izolalas (extrakcio, HPLC, SPE, CE, PAGE)

2. Hidrolizis + Aminosav-analizis
3. Redukcio és alkilezes
N- és C-terminalis meghatarozas

4. Lépésenkénti lebontas (szekvenalas)

5. Fragmentalas + elvalasztas + szekvenalas

6. Adatelemzés (Data analysis)

Problema

Rokonszerkezet
lonos jelleg
Oldékonysag
Eltéro aranyok
Detektalas




Spackman, D., Stein, W.H. & Moore, S., 1958 (Nd 1972)

6 N HCI, 110 °C, 24 6ra, vakuum

20 fehérjealkoto (proteinogén) aminosav

loncsere-kromatografia, IEC

-
NH,~CHQ-COOH

Kationcserélo gyanta

150 x 2 cm

pH 3.25, pH 4.25 (0.2 N Na-citrat)
15cm x2cm

pH 5.28 (0.35 N Na-citrat)

Mini reaktor: Ninhidrin-reakcio

Detektalas: ninhidrin, 570 nm (Pro 440 nm)

Aminosav-analizator

NINHIDRIN-REAKCIO
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Ruhemann-bibor, 1909




3. N- £ES C-TERMINALIS MEGHATAROZAS

2

NO NO, l
fehérje
O,N F — 0N NH-CH-CO-NH-CH-CO-.
Lo &

FDNB (F. Sanger, 1945) 2,4-dinitrofenil-aminosav

O.Cl
fehérje S0,- NH-CH-CO-NH-CH-CO-..

N(CHs),
N(CHs),
1-dimetilaminonaftalin-5-szulfoklorid )
Dansyl, (B.S. Hartley, 1956) Dansyl-aminosav

4. LEPESENKENTI LEBONTAS
(SZEKVENALAS)

Léepésenkénti lebontas (P. Edman, 1956)

1. lépés

Fenilizotiocianat, PITC

PTC-peptid
Feniltiokarbamoil-peptid




4. Lépésenkénti lebontas (szekvenalas)

ATZ-aminosav
2-Anilino-3-...-tiazolin-5-on

RP-HPLC
PTH-aminosav

Feniltiohidantoil-aminosav

PTH SIGNAL COMPARISON

500 fmol PTH Standard
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5. FRAGMENTALAS + ELVALASZTAS + SZEKVENALAS

Proteolitikus enzimek (endopeptidazok)

Tripszin — Lys, Arg karboxilvégén
Kimotripszin — Tyr, Phe, Trp, lle
Lizilendopeptidaz — Lys
Pepsin — hidrofob
Kémiai hasitas
CNBr — Met

6. ADATELEMZES (DATA ANALYSIS)

Aminosav-0sszetétel (aminosav-analizis)
N-terminalis fel6li lebontas (<100)

Fragmens-szekvenciak (Peptidtérkep)

Atfedd peptidek




Poszttranszlacios modositasok

[ N—terminéli}

(Foszforilezés | o -?-ﬁ: _OPO,0H

[Glikozilezés ]

Diszulfid-kotés I




Indirect fehérjeszekvencia
DNS-szekvenciabol




