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1 BIELKOVINY

Bielkoviny (proteiny, z gréckeho prota =prvotny vyznam) st nevyhnutnou sucastou
prakticky vsetkych biologickych procesov. Vyznam a obrovsky rozsah ich aktivity je ukdzany
na niektorych nasledujacich prikladoch:

1. Enzymova katalyza. Takmer vSetky chemické reakcie v biologickych systémoch st
katalyzované Specifickymi makromolekulami — enzymami. Niektoré z nich, ako hydratacia
oxidu uhli¢itého, su relativne jednoduché. Iné, ako replikacia celého chromozoému, st naopak
extrémne komplikované. Chemické transformécie in vivo prebiehaju bez pritomnosti enzy-
mov zanedbatel'nou rychlostou. Enzymy st enormne efektivne katalyzatory. Zvycajne zvy-
Suju rychlost reakcii viac ako 10%-krat. Bolo charakterizovanych niekolko tisic enzymov
a mnohé z nich boli aj krystalizované. Je pozoruhodné, Ze takmer vSetky zndme enzymy su
proteiny. Proteiny su preto centrdlnym objektom pri Stddiu chemickych transformacii
v biologickych systémoch.

2. Transport a skladovanie. MnoZstvo malych molekul a i6nov je transportovanych Spe-
cifickymi proteinmi. Napriklad, hemoglobin prenésa kyslik v erytrocytoch, zatial' co myoglo-
bin, pribuzny protein, prenasa kyslik vo svaloch. Zelezo je prenasané v krvnej plazme pomo-
cou transferinu a je skladované v peceni v komplexe s feritinom, nepribuznym proteinom.

3. Koordinovany pohyb. Proteiny st hlavnym komponentom vo svaloch. Svalova kon-
trakcia je uskutodhovana kizavym pohybom 2 druhov proteinovych filamentov. Podobne,
koordinované pohyby — ako pohyb chromozémov pocas mitézy a pohon spermii pomocou
flagel, su tiez uskutocnované kontraktilnym siborom pozostavajiicim z proteinov.

4. Mechanicka podpora. Vysoka t'ahova sila koze a kosti je dosledkom pritomnosti kola-
génu, fibrilarneho proteinu.

5. Imunitna ochrana. Protilaitky st vysoko Specifické proteiny, ktoré spoznavaju
a interaguju s cudzimi substanciami ako su virusy, baktérie a bunky z inych organizmov. Pro-
teiny takto hraju podstatnu tlohu v rozliSovani medzi vlastnym a cudzim.

6. Tvorba a prenos nervovych impulzov. Odpoved nervovych buniek na Specifické sti-
muly je sprostredkovand receptorovymi proteinmi. Receptorové proteiny, ktoré modzu byt
aktivované Specifickymi malymi molekulami, ako napr. acetylcholin, st zodpovedné za pre-
nos nervovych impulzov na synapsiach — spojeniach medzi nervovymi bunkami.

7. Kontrola rastu a diferenciacia. Kontrolovana sekvencné expresia genetickej informa-
cie je zakladom riadeného rastu a diferencidcie buniek. Iba malé frakcia genému v bunke je
exprimovand v danom urc¢itom Case. V baktéridch su represorové proteiny doleZitym kontrol-
nym elementom, ktory utlmuje $pecifické segmenty v DNA bunky. Vo vyssich organizmoch
su rast a diferencidcia kontrolované proteinovymi rastovymi faktormi. Napr. nervovy rastovy
faktor riadi tvorbu neurénovych sieti. Aktivita v rozli¢nych bunkdch mnohobunkovych orga-
nizmov je koordinovana horméonmi, ako napr. tyreotropin (glykoprotein), inzulin (peptidovy
hormoén). Proteiny slizia vo vSetkych bunkach ako senzory, ktoré kontroluju tok energie
a latok.

Proteiny su tvorené z 20 aminokyselin
Aminokyseliny st zakladnymi Struktirnymi jednotkami kazdého proteinu. o-
aminokyselina pozostava z amino skupiny (-NH>), karboxylovej skupiny (~COOH), vodiko-

vého atomu a rozdielnych tzv. R-skupin viazanych na a-uhlikovy atoém (R-skupina oznacuje
bocny retazec).
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Kyslé aminokyseliny

HOOC—CH;—CH—COOH HOOC—(CHZ)Z—CllH—COOH
I
NH, NH,
kyselina asparagova, Asp kyselina glutamova, Glu

* 8edou farbou su zvyraznené esencidlne aminokyseliny (pre Cloveka)

V roku 1986 bola objavend 21. a v roku 2002 aj 22. kdédovana aminokyselina, ktorymi si:

=N
HSe—CHz—Cl)H—COOH [ ) N—(CH,)—CH—COOH
NH o !

2 H,C NH,
, 3
selenocystein, Sec (U) pyrrolyzin, Pyl (O)

Aminokyseliny v roztoku
Aminokyseliny sa v roztoku pri neutrdlnom pH vyskytuji vo forme dipolarnych idonov —

zwitterionov (amfotérny 16n, amfion, obojaky 16n). V dipolarnej forme aminokyseliny je
aminoskupina protonizovana (-NH3") a karboxylova skupina je disociovana (~COQ"):

NH, NH,*
I
H—(|3—COOH H—Cc— coo-
I
R R
neionizovana forma aminokyseliny ionizovana forma aminokyseliny

Ionizovany stav aminokyseliny sa meni s pH:

ll\lH3+ l|\1H3+ I\IHZ
H—(|3—COOH H—Cli—COO' H—Cli—COO'
R R R
prevladajuca forma prevladajica forma prevladajuca forma
pri pH 1 pripH 7 pri pH 11
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TABULKA 1.1 pK, hodnoty ionizovatelnych skupin v proteinoch *
Skupina Pozorovana pKa

o-amino 6,8 - 8,0

o -karboxylova 3,5-43

B-karboxylova (Asp) 3,9-4,0

v-karboxylova (Glu) 43-45

d-guanido (Arg) 12,0

g-amino (Lys) 10,4-11,1

Imidazolova (His) 6,0-7,0

Tiolova (Cys) 9,0-9,5

Fenolova (Tyr) 10,0 - 10,3

* prebrané z Proteins. Structures and Molecular Properties/ Thomas E. Creig-

hton, 2. vydanie (1993)

Tetrahedralne usporiadanie Styroch rozdielnych skupin na a-uhlikovom atome sposobuje
optickt aktivitu aminokyselin. Dva optické obrazy aminokyselin sa nazyvaji L-izomér a D-
izomér. Iba L-aminokyseliny st sii¢ast’ou proteinov. 20 druhov bo¢nych retazcov, ktoré sa
lisia velkost'ou, tvarom, ndbojom, chemickou reaktivitou, sa bezne nachadzaji v proteinoch.
Vsetky proteiny vo vSetkych druhoch, od baktérie po ¢loveka, su konstruované z rovnakého
suboru tychto 20 aminokyselin. Tato zédkladna abeceda proteinov je stard viac ako 2 miliardy
rokov. Pozoruhodny rozsah funkcii proteinov je vysledkom rozdielnych vlastnosti tychto 20
stavebnych blokov (tabul’ka 1.1 a 1.2).

TABULKA 1.2 Vlastnosti jednotlivych aminokyselinovych zvyskov *

ZvySok Molekulova Van der Waalsov Frekvencia
hmotnost’ (g/mol) objem (A%) v proteinoch (%)

Ala (A)** 71,09 67 8,3

Arg (R) 156,19 148 5,7

Asn (N) 114,11 96 4.4

Asp (D) 115,09 91 5,3

Cys (C) 103,15 86 1,7

Gln (Q) 128,14 114 4,0

Glu (E) 129,12 109 6,2

Gly (G) 57,05 48 7,2

His (H) 137,14 118 2,2

Ile (T) 113,16 124 5,2

Leu (L) 113,16 124 9,0

Lys (K) 128,17 135 5,7

Met (M) 131,19 124 2,4

Phe (F) 147,18 135 3,9

Pro (P) 97,12 90 5,1

Ser (S) 87,08 73 6,9

Thr (T) 101,11 93 5,8

Trp (W) 186,21 163 1,3

Tyr (Y) 163,18 141 3,2

Val (V) 99,14 105 6,6

Vazeny priemer 119,40 161

* prebrané z Proteins: Structures and Molecular Properties, Thomas E. Creighton,

2. vydanie (1993)

** v zatvorkdch s uvedené jednopismenové skratky aminokyselin
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Peptidova vazba

Aminokyseliny su v proteinoch pospdjané peptidovou vizbou, vznik ktorej je ilustrovany
na kondenzacii dvoch aminokyselin:

R! R
I I
H,N—CH—CO,H + H,N —CH—CO,H

I

R! O R2
I [ I
H,N—CH—C —NH—CH —CO,H + H,0
peptidova
vazba

Peptidova vidzba ma charakter ¢iasto¢ne dvojitej vazby v désledku rezonancie:

O\c—N/CQ — O\C—N/CO
/ —\J+
Co \H ch/ \H

Dizka peptidovej vizby je iba 1,33 A, teda je kratsia ako vizba C—N, ktora ma dizku
1,45 A, avsak je dlhsia ako vizba C=N s dizkou 1,25 A. Peptidova vizba ma priblizne 40 %
charakter dvojitej viazby. Dosledkom toho je, Ze rotécia tejto vizby je obmedzena s vel'kou
tendenciou nadobudat’ planarny charakter. Si mozné dve konfiguracie peptidovej vézby: jed-
na, pri ktorej st atomy C* v trans a druhd, pri ktorej si v cis polohe:

@) H

_~Ce AN e
C PJ\\\\ -
Ca H C(x
trans cis

C—N

\/

C(l

Forma trans je energeticky vyhodnejsia zo sterickych dovodov.

Aminokyseliny je moZné rozdelit’ aj podla reaktivity. Zatial' co nepolarne aminokyseliny
ako Gly, Ala, Val, Leu, lle je tazké modifikovat’, iné¢ ako Asp, Glu, Cys, Lys, Arg davaju
rozne reakcie typické pre zliceniny, ktoré obsahuji karboxylovi, sulthydrylovi, amino,
guanidinovll skupinu. Tieto reakcie sa mozu vyuzivat' na relativne selektivnu modifikaciu
aminokyselinovych zvySkov v proteine — predovsetkym cysteinylovy zvySok obsahujici
sulthydrylova skupinu sa 'ahko alkyluje, o sa ¢asto vyuziva pri znaceni proteinov réznymi
"reportérovymi" skupinami.

Vicsina aminokyselin, okrem Phe, Tyr, Trp, neabsorbuju nad 250 nm. Optické vlastnosti
tychto aminokyselin sa vyuZzivaji pri stanoveni koncentracie proteinov (vid’ strana 27) ako aj
pri $tadiu konformaénych zmien proteinov. Zmena ich optickych vlastnosti — Millonova, xan-
toproteinova, Ehrlichova reakcia, resp. modifikécia reaktivnych skupin bo¢nych amino-
kyselinovych zvySkov aromatickymi skupinami (Sakaguchiho reakcia) — sa vyuZziva aj pri
kvalitativnom urceni pritomnosti tychto aminokyselin v Studovanych proteinoch (iloha 1).
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DERIVATY AMINOKYSELIN V PROTEINOCH

Univerzalny geneticky kod, ktory je takmer totozny pre vSetky zndme formy Zivota, Speci-
fikuje iba 20 zékladnych ("Standardnych", kdédovanych) aminokyselin. V urcitych proteinoch
boli najdené¢ mnohé d’alSie aminokyseliny, z ktorych su niektoré uvedené na obrazku 1.1.
Tieto neobvyklé aminokyseliny, s vynimkou selenocysteinu, vznikli Specifickymi modifi-
kaciami aminokyselinovych zvySkov v uz syntetizovanom polypeptidovom ret’azci. Me-
dzi najznamejSie modifikované aminokyselinové zvysky patri 4-hydroxyprolin a 5-
hydroxyprolin. Oba tieto aminokyselinové zvysky su dolezitymi Struktirnymi zlozkami
vlaknitého proteinu kolagénu, ktory je najrozsirenej$im proteinom u cicavcov. Casto modifi-
kované su tiez aminokyseliny obsiahnuté v proteinoch, tvoriacich komplexy s nukleovymi
kyselinami. Napriklad ribozomalne proteiny a chromozomalne proteiny histony mézu byt
Specificky metylované, acetylované a popripade i fosforylované alebo sulfurylované. N-
formylmetionin je obyc¢ajne zaiatocnym N-koncovym zvysSkom pri syntéze vsetkych pro-
karyotnych proteinov, ale via¢Sinou je neskorSie odstraneny pocas tzv. maturacie (dozrievania)
proteinu. Kyselina y—karboxyglutimova (kyselina 2-amino-4,4-dikarboxymaslova) je ob-
siahnutd v niekol’kych proteinoch pdsobiacich pri zrazani krvi.

+
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Obrazok 1.1 (predchddzajiica strana) Niekol’ko menej beznych zvyskov aminokyselin
pritomnych v proteinoch. VSetky vznikli modifikdciou niektorej z 20 zikladnych ami-
nokyselin v uz hotovom polypeptidovom retazci. Tie zvysky, ktoré su pozmenené na o-
aminoskupine, sa vyskytuji na N-konci proteinu.

ZVLASTNE ULOHY AMINOKYSELIN

Okrem tvorby proteinov maji aminokyseliny a ich derivaty mnoho biologicky dolezitych
funkcii. Niekol'ko prikladov je na obrazku 1.2. Toto alternativne pouzitie aminokyselin je ty-
pickym prikladom biologického oportunizmu. Priroda sa snazi prisposobovat’ uz existujuce
latky a pochody novym funkciam.

Aminokyseliny a ich derivaty casto posobia ako chemicki poslovia v komunikécii medzi
bunkami. Napriklad glycin, y-aminomaslova Kyselina (GABA, produkt dekarboxylacie glu-
tamatu) a dopamin (odvodeny od tyrozinu) su nervové mediatory, teda latky uvolfiované
nervovou bunkou k ovplyvneniu spravania sa susednych buniek. Histamin (produkt dekarbo-
xylécie histidinu) je sprostredkovatel'om v alergickych reakciach a tyroxin (derivat tyrozinu)
je hormoénom §titnej zl'azy, obsahuje jod a v§eobecne stimuluje metabolizmus stavovcov.

Niektoré aminokyseliny su délezitymi medziproduktmi r6znych metabolickych pochodov.
Patria k nim medziprodukty biosyntézy mocoviny citrulin a ornitin, d’alej homocystein, vy-
skytujuci sa v metabolizme aminokyselin a S-adenozylmetionin, podiel'ajici sa na mety-
lacnych reakciéch.

Rozmanitost’ prirody je naozaj pozoruhodna. Dodnes bolo objavenych v rozli¢nych rastli-
nach a hubach asi 250 réznych aminokyselin. Biologicky vyznam vacSiny z nich je zdhadny,
aj ked’ zistena toxicita mnohych sved¢i o ich tlohe pri ochrane organizmu. Mnohé z tychto

aminokyselin su jednoduchymi derivatmi zakladnych 20 ami- NH,

nokyselin, ale napr. azaserin (pouZivany ako antibiotikum) ¢i

B-kyanoalanin maji neobvykli $truktaru. NZ | \>
Napriek tomu, ze sa v proteinoch vyskytuji len L- k\ N

aminokyseliny, boli v mnohych organizmoch objavené i D- C|3H3 N

aminokyseliny. Tie s priamo syntetizované a ¢asto sa podiela- *S—CH

jU na stavbe bunkovych stien baktérii. MoZno je to tieZ stcas- | 2.0

tou ochrany bunky, pretoZze vd’aka D-aminokyselindm je bun- CH, N H

kova stena menej ohrozena Utokom peptidaz (enzymami hyd- | ©H H

rolyzujiicimi peptidové viizby), ktoré rdozne organizmy pouzi- CH, OH OoH

vaju k natrdveniu bunkovych stien baktérii. D-aminokyseliny Hsm—CH —COoOo
su tiez sucastou mnohych antibiotik, ako valinomycinu, akti-

, gy S-adenozylmetionin
nomycinu D a gramicidinu S. y

HO

o B N
"00C—CH,—CH, i \
+ | Q CH2 HO CH2
HN—CH, N |, |~
H  H,C—NH, H,C—NH;
kyselina y-aminomaslova
(GABA) histamin dopamin
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Obrazok 1.2 Nickol'ko prirodzenych derivatov zakladnych aminokyselin a niekol’ko ami-
nokyselin, ktoré sa nevyskytuji v proteinoch.

IZOLACIA PROTEINOV

Na charakterizaciu proteinov z biochemického a biofyzikalneho hl'adiska je potrebné rela-
tivne vel'’ké mnozstvo tychto biomakromolekul — radovo 1 — 10 mg.

Tieto sa ziskavaju izolaciou bud’ priamo z tkaniv, kde sa nachadzaji vo vi¢Som mnozstve
— tyka sa to predovSetkym eukaryotickych proteinov, napr. proteiny dychacieho retazca sa
izoluju zo srdca kona. V pripade prokaryotickych proteinov sa vyuzivaju techniky rekombi-
nantnej DNA — vloZenim génu pre dany protein do vhodného organizmu je mozné efektivne
ziskat’ relativne vel'’ké mnozstva, Castokrat problematicky dostupného proteinu. Ako priklad je
mozné uviest’ proteiny z termofilnych organizmov, ktoré sa s uspechom ziskavaju pomocou
nadprodukcie z mezofilného prokaryota Escherichia coli (E. coli).

Zakladny postup pri izolacii proteinov je nasledujlci:
1. Uvol’'nenie proteinov z bunky

Narusenie buniek tkaniv sa uskutoc¢nuje predovsetkym mechanickou cestou pomocou ho-
mogenizatorov.

U prokaryotov sa oslabuje bunkova stena natrdvenim polysacharidov speviiujucich bun-
kovli stenu pomocou lyzozymu. Na skvapalnenie viskézneho roztoku, ktory je sposobeny
polysacharidmi a deoxyribonukleovymi kyselinami, sa priddva DNéazal. V tejto faze sa
pridavaji do roztoku aj inhibitory proteaz, ktoré by po uvolneni z bunky mohli naStiepit’
izolovany protein. RozruSenie membrany sa uskuto¢iiuje metddou zmrazovania
a rozmrazovania (freeze and thaw), ktorej podstatou je, ze vznikajuce krystaliky roztoku
pocCas fazy zmrazovania mechanicky nartiSaji bunkovi stenu. Inou metddou je inkubacia
bunkovej pasty v tlakovej fl'asi (30 — 60 min) pod tlakom 150 atmosfér. Nasledné vytlacenie
tejto suspenzie cez uzky otvor spdsobi v dosledku striznych sil, pdsobiacich na bunkovl
stenu, jej narusenie.

Zvysky membran a nerozpustné Castice sa odstrania centrifugéciou. Protein, ktory nas za-
ujima, sa nachadza vacSinou v supernatante. Supernatant — kvapalna Cast’ v centrifugacnej
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skimavke sa odloZzi pre d’alSie spracovanie a pelet — tuha ¢ast’ nachadzajica sa na dne centri-
fugacnej skimavky — sa vyhodi.

2. Dalsi postup v izolacii zavisi od vlastnosti izolovaného proteinu. NajbeZnejsie metody sa
zakladaju na principe:

a) rozli¢nej rozpustnosti proteinovych zloZiek zmesi,

b) roznej stability proteinov,

c) interakcie proteinov so Specifickymi zraZzacimi ¢inidlami,

d) pouzitia Specifickych adsorbentov.

Tymito metodami sa vdcSinou neziska homogénna proteinova frakcia, ale st iba hrubym
sposobom rozdelenia zakladnej zmesi.

2a Delenie proteinov na zaklade ich rozliénej rozpustnosti

Rozpustnost’ proteinov ovplyviiuju Styri zakladné faktory. Je to pritomnost’ soli, orga-
nickych rozpustadiel, pH a teplota. Vsetky tieto faktory sa mozu vyuzit’ pri deleni protei-
nov na zaklade ich rozpustnosti.

Rozpustnost” globularnych proteinov zavisi od iénovej sily roztoku. Na zdklade minimal-
nej koncentracie réznych neutrdlnych soli potrebnych na precipitaciu daného proteinu, boli
anidny a kationy usporiadané do tzv. Hofmeisterovej série (Hofmeister, 1888).

Hofmeisterova séria
kozmotropné (vysolovanie) chaotropné (vsol'ovanie)
aniény: F- > PO4* > S04 > CH3COO" > CI- > Br > I' > SCN- > ClO«
kationy: (CHs)4aN* > (CHs)2N2* > NH4*, K*, Na*, Cs* > Li* > Mg?* > Ca?* > Ba?*

Obrazok 1.3 Usporiadanie i6nov podla ich schopnosti vysolovat proteiny. Po-
znamka: Uvedena Hofmeisterova séria nie je absolutna — efektivnost (poradie
v Hofmeisterovej sérii) jednotlivych soli ovplyviiovat’ rozpustnost’ a iné vlastnosti protei-
nov sa mdzu pripad od pripadu mierne odliSovat’.

Len malo proteinov je rozpustnych v destilovanej vode, nizka koncentracia elektrolytu
zvySuje ich rozpustnost’. ZvySenie rozpustnosti pridanim nizkej koncentracie soli sa nazyva
vsolovanie (salting-in effect). Efekt vsolovania mozno vyuzit’ pri deleni proteinov tak, ze sa
zmes proteinov postupne extrahuje roztokmi s narastajicou koncentraciou soli, pripadne sa
roztok proteinov podrobi dialyze a precipitat (zrazenina) sa oddeli odstredenim (scentrifu-
govanim). Takto mozno delit’ napr. albuminy od globulinov (iiloha 5).

Pri deleni proteinov zmenou koncentracie elektrolytu sa v ovela vic¢Sej miere uplatituje
vysolovanie (salting-out effect), pri ktorom sa pouziva vysoka koncentracia soli. Najvyssi
vysol'ovaci efekt maji multivalentné i6ny, predovsetkym fosfat a siran. Siran sa najcastejSie
pouziva vo forme aménnej alebo sodnej soli. Sol’ sa moze pridavat’ ako nasyteny roztok, ale-
bo ako tuha substancia. Postupnym zvySovanim koncentracie soli a naslednym odstredenim
vyzrazanej frakcie mozno rozdelit’ zmes na niekol’ko frakcii. Pri vysolovani vSak treba dodr-
ziavat’ dve zasady:

1. Sol’ sa musi pridavat’ pomaly, bez vzniku vysokej lokalnej koncentracie soli, pri ktorej sa
predCasne vyzraza Cast’ niektorej frakcie.
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2. Po pridani celého mnozstva soli treba zmes eSte 15 az 30 minut premieSavat’, ¢im sa do-
siahne kompletna precipitécia.

Frakcionécia proteinov vysolovanim ma velku vyhodu v tom, ze sa mdze pouzit’ neob-
medzeny objem vzorky.

Proteiny sa daju zroztoku vyzrazat organickymi rozpustadlami, ktoré sa mieSaju
s vodou, napr. aceton a etanol. Pri tomto sposobe zrazania proteinov vznikd nebezpecenstvo
ich denaturacie, preto sa obycCajne pracuje pri nizkych teplotach. Zmenou koncentracie orga-
nického rozpustadla v roztoku od 0 do 80 % mozno ziskat' niekol’ko proteinovych frakcii.
Prikladom pouzitia etanolu na takuto frakcionaciu je delenie plazmatickych proteinov alko-
holovou frakciondciou. Acetdn sa pouziva napr. pri deleni proteinov kostrového svalu, amy-
lazy a pod.

Rozpustnost’ proteinov ovplyviiuje aj pH prostredia. Vyplyva to z amfotérnej Struktury
proteinov. Celkovy ndboj ich molekuly je stcet nabojov jednotlivych nabitych skupin. Pri
ur¢itom pH sa dosiahne taka disocidcia polarnych skupin, Zze celkovy naboj molekuly je nu-
lovy (izoelektricky bod). Rozpustnost’ proteinu v izoelektrickom bode je nizka, a preto 'ahko
precipituje. Len malo proteinov sa vyzraza z roztoku v izoelektrickom bode bez akéhokol'vek
vedlajSieho zasahu, napr. kazein z mlieka pri pH 4,5. Treba pouzit’ eSte nejaky iny zrézaci
faktor, napr. neutralne soli, organické rozpustadlo apod. Pri deleni proteinov zrdZanim
v izoelektrickom bode treba brat’ do Gvahy aj to, Ze niektoré proteiny v izoelektrickom bode
l'ahko podliehaji denaturacii.

2b Delenie proteinov na zaklade ich rozli€nej stability

Proteiny sa liSia v citlivosti na tepelnt denaturaciu. Niektoré z nich sa rychlo denaturuja uz
pri laboratornej teplote, iné zasa vydrzia aj kratky var. Tato vlastnost’ sa moZe vyuZzit' pri
frakcionacii, ked’ je izolovany protein tepelne stabilny. Zahriatim roztoku delenej zmesi sa
kontaminujtice proteiny denaturuji a mézu sa oddelit. Delenie sa Casto robi v pritomnosti
stabilizatora, ktory zvysuje stabilitu izolovaného proteinu. Prikladom je izolacia a-amyléazy,
kedy sa ako stabilizator pouZzivajii idny vapnika, pricom protedzy a f-amyldza sa teplom
denaturujt.

Inym prikladom je izolacia elonga¢ného
faktora Ts z Thermus thermophilus (fyziolo-
gicka teplota 70 —75 °C) po jeho nadpro-
dukcii v Escherichia coli (fyziologické tep-
lota 37 °C).

Pri  frakcionacii  proteinov  tepelnou
denaturdciou  treba ratat stym, Ze

2

=

denaturované proteiny mézu po vychladnuti i
e

3 4 5 6

HH*

- — —

renaturovat’ (spitne sa zbalovat), preto treba
koagulat ¢o najrychlejsie oddelit’. Dalej pri
zahrievani je Cas vyhriatia roztoku rozdielny
podra toho, ¢i sa pracuje s malym, alebo vel-
kym objemom. KedZe stupent denaturicie -

Obrazok 1.4 Kontrola ¢istoty proteinu po jednotlivych krokoch pri izolacii EF-Ts z T. thermophi-
lus nadprodukovaného v E. coli pomocou SDS-PAGE (Sodium Dodecy! Sulphate PolyAcrylamide
Gel Electrophoresis). Stipec:

1 — standardy s danou molekulovou hmotnostou,

2 — supernatant po rozbiti buniek a scentrifugovani nerozpustnych casti,

3 — po zahriati supernatantu na 70 °C poc¢as 10 min (vyrazny ubytok pasov zodpoveda ubytku "zne-
¢istujucich" proteinov),

4 — po anién-vymennej chromatografii,

5 — po katién-vymennej chromatografii,

6 — koncovy produkt — ¢isty protein. )3
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zavisi aj od ¢asu zahrievania, je vhodné pracovat’ so Standardnym objemom vzorky.

Druhy sposob diferencialnej inaktivacie je spracovanie zmesi proteinov v extrémnych
podmienkach pH, v ktorych nastava selektivna denaturacia kontaminujtcich proteinov. 1zolo-
vany protein vSak musi byt’ v tychto podmienkach staly. Prikladom je izol4cia ribonukleazy
z pankreasu roztokom H2SOs s koncentraciou 0,12 mol/dm?, kedy sa podstatna Gast’ sprie-
vodnych proteinov denaturuje.

2c Delenie proteinov interakciou so Specifickymi proteinovymi zrazadlami

Vela proteinov sa vyzraza sol’ami tazkych kovov. Vyzrdzany protein mdze zostat’ aktiv-
ny, alebo sa moze denaturovat’, o sa vyuziva pri ich deleni. Ak sa protein, ktory sa ma izolo-
vat’ takouto solou zrdZa a nedenaturuje sa, postupuje sa tak, ze sa protein zo zmesi po vyzra-
zani oddeli a sol’ tazkého kovu sa odstrani dialyzou, chelatovym ¢inidlom, pripadne ionexom.
V pripade, Ze sa izolovany protein sol'ou tazkého kovu nezraza, moze sa takto oddelit’ Cast’
balastovych (nechcenych) proteinov, vyzrazanych pouzitou solou. Tento sposob frakcionécie
je dost’ obmedzeny pre enzymy, pretoze soli tazkych kovov st vo vSeobecnosti inhibitormi
enzymov.

Zmes proteinov sa moze frakcionovat’ aj niektorymi kyselinami, napr. kyselinou trichlo-
roctovou, sulfosalicylovou a pod. Niektoré proteiny, napr. glykoproteiny u¢inkom tychto ky-
selin precipitujui tazko, ¢im sa mozu oddelit’ od vyzradzanych proteinov.

2d Delenie proteinov adsorpénou chromatografiou

Proteiny sa daju delit’ aj na povrchoch niektorych tuhych latok, ktoré su schopné rever-
zibilne viazat’® urc¢ité molekuly proteinov. Medzi takéto adsorbenty patria hydratovany oxid
hlinity, kalciumfosfatovy gél (hydroxyapatit), aktivne uhlie, kremicity gél, niektoré zeminy
a pod. Z nich najcastejSie pouZivanym je hydroxyapatit. Delenie sa robi tak, Ze sa adsorbent
miesa s roztokom proteinov, ¢im dochddza k ich adsorpcii. Ked’ sa na adsorbent viaze protein,
ktory sa ma pripravit’ v ¢istom stave, adsorbent sa odstredi a naviazany protein sa vytesni
vhodnym tlmivym roztokom. Ak sa na adsorbent viazu iba balastové proteiny, po odstredeni
adsorbentu zostava protein v roztoku.

Adsorpciu proteinov ovplyviiuju viaceré faktory, napr. pH, i6nova sila, teplota a pod. Preto
pri pouziti tejto deliacej metddy sa musia empiricky zistit’ vhodné podmienky pre jednotlivé
pouzité¢ adsorbenty a delené proteiny. Plati to aj pre desorpciu proteinu z adsorbentu. Pri de-
sorpcii sa najéastejSie pouziva zmena pH a iénovej sily roztoku.

Dalsie metody delenia proteinov

Modernejsie/jemnejSie metody pouzivané pri izolacii Cistych proteinov, vyuzivaji viaceré
fyzikéalno-chemické a biologické vlastnosti tychto makromolekul. Patria sem chromatogra-
fické a elektroforetické metody. Chromatografické metody vyuzivaju rozdielny naboj
proteinovych molekul (ionexova chromatografia), roznu velkost” molekul (gélova filtra¢na
chromatografia), rozdielne izoelektrické body (chromatofokusacia), schopnost’ Specificky
reagovat’ s niektorymi latkami (afinitnd chromatografia), rozli¢nt rozpustnost’ (upravena roz-
delovacia chromatografia), ako aj rozlicné mnoZzstvo nepolarnych hydrofébnych skupin (hyd-
rofébna chromatografia).
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Elektroforetické metody vyuzivaju rozdielny elektricky naboj molekul proteinov na ich
rozdelenie v elektrickom poli. Napriklad elektroforéza na nosicoch, izoelektricka fokusécia,
izotachoforéza a metody, ktoré kombinuju chromatografické a elektroforetické delenia.

SDS PAGE
15
€ s
c C1s reverzna faza HPLC
<
- - S 19
(]
°
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I 8 05¢
- 5
(/)]
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- < oo Mt ) : : .
s Vab 20 30 40 50 60
B Vla,c,c Eluény ¢as (min)
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Obrazok 1.5 Ukazka/porovnanie dvoch metdd pri analyze zloZenia 13-subjednotkového (I,
I, 111, 1V, Va, Vb, Vla, VIb, V¢, Vlla, VIIb, VIic, VIII) membranového proteinu cytochrom
¢ oxidazy z hovédzich stdc (Prof. Neal C. Robinson, The University of Texas Health Science
Center at San Antonio).
Vlavo: SDS-PAGE — ukaZka ,,zviditeI'nenia‘“ proteinov pomocou farbiva Coomassie Brilliant
Blue (modré pruzky) a pomocou farbenia striebrom (hnedé prazky).
Vyhoda — v principe moznost’ detekcie vSetkych subjednotiek.
Nevyhoda — prekryvajlice sa pasy; pracna, u niektorych subjednotick prakticky ne-
mozna kvantitativna analyza.
Vpravo: chromatografické delenie (reversed phase HPLC).
Vyhoda — rychla a kvantitativna analyza subjednotiek.
Nevyhoda — neschopnost’ analyzovat’ niektoré subjednotky (v danom pripade subjed-
notky I az III).

METODY URCOVANIA MNOZSTVA (KONCENTRACIE) PROTEINOV

Je uZzito¢né, Casto vSak nie nevyhnutné, urcit’ celkové mnoZstvo proteinov v kazdom stupni
izolacie proteinu. V praxi je zvycajne dolezitejSia biologicka alebo biochemicka aktivita frak-
cii. AvSak, za istych okolnosti je nevyhnutné poznat” obsah proteinu, napriklad, pri urceni
stupna Cistoty daného proteinu po uréitom kroku jeho izolacie, alebo pri ur€eni Specifickej
koncentracie findlneho produktu. Navyse, isté kroky izolacie st vel'mi citlivé na koncentracie
proteinu.

Pocas mnohych rokov Studia proteinov boli popisané viaceré metdédy na urCovanie mnoz-
stva proteinov. Zo starSich metdd je najvyznamnejSia metoda uréenia dusika pomocou Kjel-
dahlovej metody. K nov§im metédam patria infraCervena spektroskopia, turbidimetria, fluo-
rimetria, refraktometria a polarografia. Ak je znama primérna sekvencia Studovaného prote-
inu, tak z analyzy aminokyselinového zloZenia je mozné ziskat’ presné kvantitativne udaje.
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Treba vsak mat’ na pamdti, ze niektoré aminokyseliny, Specidlne Trp, Cys a cystin (Cys—Cys),
su zvlast’ citlivé na kysla hydrolyzu, ¢o je ddlezité brat’ do uvahy pri spracovani udajov. Na-
vyse, Gln a Asn sa pri kyslej hydrolyze menia na zodpovedajice kyseliny Glu a Asp. V praxi
vSak Castokrat, predovSetkym v pripade prvykrat izolovanych proteinov, nie je znama pri-
marna sekvencia aminokyselin izolovaného proteinu.

Najbeznejsie sucasné metddy na urcovanie koncentracie proteinov st zalozené na ich ab-
sorpcii ziarenia v UV oblasti alebo vo viditel'nej oblasti spektra po chemickej reakcii za vzni-
ku chromoférov (liloha 3 a 7).

Je dolezité si zapamaitat’, Ze vSetky tieto metddy su semikvantitativne, ak nie s Standardi-
zované na protein, ktorého koncentraciu urujeme. Je taktiez dolezité si uvedomit’, ze reakcia
proteinu s pritomnym farbivom zavisi od aminokyselinového zlozenia proteinu a moéze byt
ovplyvnena pritomnostou neproteinovej prostetickej skupiny, napr. sacharidovej zlozky.
Preto, takmer univerzalne pouzitie hovddzieho sérového albuminu (BS4 - bovine serum
albumin) ako Standardného proteinu nie je uplne uspokojujuce a je ziaduce, kde je to mozné,
kalibrovat’ danit metddu pouZzijic protein, ktorého koncentraciu ur€ujeme.

UV spektrofotometria
Meranie v dalekej UV oblasti

Peptidova viézba v proteinoch a peptidoch méa dobre definované absorpéné maximum pri
191 — 194 nm. Tato metdda je dostatocne citliva — vyzaduje cca 0,01 — 0,05 mg proteinu
a relativne nezdvisla na aminokyselinovom zloZeni proteinu. Problém je, ze v tejto oblasti
vinovych dizok absorbuje uz aj kyslik, preto sa pouziva vinovéa dizka 205 nm. Absorbancia
proteinového roztoku s koncentraciou 1 mg/ml pri 205 nm je okolo 30. Ist¢ odchylky od
tejto hodnoty spdsobuje Tyr a Trp, preto je nutné urobit’ korekciu extinkéného koeficientu
(molového absorpcného koeficientu, €) na pritomnost’ Tyr a Trp v proteine podl'a vzt'ahu:

£205'™™ = 27,0 + 120 - Aago/A20s
Pri tejto metdde je nevyhnutné pouzivat kremenné (quartz) kyvety atlmivé roztoky

s minimalnou absorbanciou pri tejto vilnovej dizke (pozri
http://kosice.upjs.sk/~kbch/document.php?name=labsamples&lang=sk).

Meranie pri 280 nm

Vicsina proteinov absorbuje pri 280 nm v dosledku pritomnosti fenolovej skupiny Tyr
aindolovej skupiny Trp. Extinkény koeficient sa zvycajne vyjadruje v tvare g280!%
(£280'°™™N)  prip. €280!™™ (£280%17) a predstavuje Specificky absorpény koeficient. Inymi
slovami, ide o absorbanciu jednopercentného roztoku v jednocentimetrovej kyvete pri
danej vlnovej dizke (v tomto pripade 280 nm).

Hodnoty &s0!™¥™ lezia pre vii¢§inu proteinov v rozmedzi 0,4 — 1,5, ale napriklad pre par-
valbumin a Ca**-pribuzné proteiny e230'™&™ = 0,0 a lyzozym 2,65. Metoda je dost’ nepresna,
ak protein nie je v relativne Cistej forme a ak samotnd metoda nie je kalibrované na tento pro-
tein. Tato metdda je relativne necitliva a na zmysluplné urcenie absorbancie vyzaduje 0,05 az
2 mg proteinu. Je vSak vel'mi citlivd na komponenty, ktoré absorbuju pri 280 nm, Specialne na
latky obsahujuce purinovy alebo pyrimidinovy kruh (nukleové kyseliny, nukleozidy).
V takom pripade je potrebné absorbanciu pri 280 nm korigovat’ podl'a nasledujicej rovnice:

protein(mg/ml) = 1,55 - 4280 — 0,76 - A260
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Ak samotny roztok bez proteinu absorbuje Ziarenie s vinovou dizkou 280 nm, je potrebné
odcitat’ hodnotu absorbancie tohto roztoku od absorbancie vzorky obsahujucej merany
protein. Vo vSeobecnosti roztok bez analyzovanej latky (v tomto pripade bez proteinu)
nazyvame porovnavaci roztok, prip. blank (z angl. prazdny). Zvykom je tiez pouzivat’ vyrazy
referencia alebo pozadie.

Velka vyhoda tejto metddy je jej rychlost’ a to, ze je nedeStruktivna, teda merana vzorka
mdze byt vyuzitd na dalSie experimenty. Pri tejto metode je taktiez nevyhnutné pouZzivat
kremenné kyvety.

Edelhochova metdéda

Je ovela presnejSia ako predchédzajice, avSak je potrebné poznat’ mnozstvo Tyr, Trp
a cystinov v proteine. Metoda je zalozena na tom, ze nezndmy parameter, teda blizke okolie
Tyr a Trp v nativnom proteine, ktoré ovplyviiuje extinkéné koeficienty tychto chromoférov su
"normalizované" na jednotné prostredie — 6 M guanidium HCI (GdmHCI), v ktorom su prote-
iny rozbalené a tyrozinylové a tryptofanylové zvysky st vystavené solventu.

Postup uréenia mnozstva proteinu spociva v nasledujtcich krokoch:

(i) urci sa teoreticky extinkény koeficient proteinu v 6 M guanidin HCI pri 280 nm na za-
klade znameho poctu #Tyr, #Trp a #cystinov v proteine a extikénych koeficientov €280(Tyr),
£280(Trp) a e280(cystinov) v 6 M GdmHC], ktoré st 1285 M-cm™, 5685 M'-cm™ a 125 M-
-em™, podla vztahu:

€280 v 6 M Gamucl (M~ -em™) = 5 685 - #Trp + 1 285 - #Tyr + 125 - #cystin

(ii) urci sa absorpcia proteinu pri 280 nm v 6 M GdmHCI, 4280 v 6 M GdmHCl,
(iii) koncentracia proteinu ¢ sa ur¢i z pomeru:

€280 v 6 M GdmHCl = 4280 v 6M deHCl/ €280 v 6 M GdmHCl

(iv) nisledne moZeme uréit extinkény koeficient pre nativny protein €230 vpurii (M'-cm™)
tak, ze ur¢ime absorpciu 4280 v putii pre to isté mnozstvo proteinu v rovnakom objeme tlmivého
roztoku ako bol v bode (i1) pouzity pri merani extink¢ného koeficientu v 6 M GdmHCI podla
vztahu:

€280 v pufiri = 4280 v pufri/C280 v 6 M GdmHCl

Pre presné meranie je dolezit¢ merat’ absorpcné spektrum v tlmivom roztoku av 6 M
GdmHCI nie iba pri 280 nm, ale minimalne v oblasti 250 az 350 nm, aby sme odhalili pripad-
nu agregaciu, ktord sa prejavuje rozptylom svetla a zvySuje zdanliva absorpciu v oblasti
280 nm. Ak sa v tychto roztokoch pozoruje absorbancia nad ~ 325 nm, potom absorbancia
urcend pri 280 nm musi byt’ korigovana na rozptyl svetla niektorym z nasledujucich spdso-
bov:

(1) A280nm korigovana — A280nm namerana — 1,929 ' A330nm namerana
(11) A280nm korigovand = A280nm namerana — 2,0 ' A333nm namerana
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Metoda podla Pace a kol. (1995)

Na zaklade vzorky 116 extinkénych koeficientov nameranych pre 80 proteinov vo vode
bol uréeny empiricky vztah na urCenie extinkéného koeficientu nativneho proteinu pri
280 nm iba na zéklade poctu #Tyr, #Trp a #cystinov v proteine:

g280 (M -em™!) = 5 500 - #Trp + 1 490 - #Tyr + 125 - #cystin

Takto uréeny €250 (M™'-cm™) je spolahlivy pre proteiny, ktoré obsahuji Trp zvysky a menej
spol'ahlivy pre tie proteiny, ktoré tryptofany neobsahuju.

Biuretova metdoda

V alkalickom prostredi sa med’naty katién viaze na dusik peptidov a proteinov za vzniku
komplexu s absorpénym maximom pri 540 — 560 nm. Nedochédza k interferencii s vol'nymi
aminokyselinami a existuje iba maléd zavislost’ na primarnej Strukture proteinu, ked’ze med’
reaguje s peptidovym retazcom a nie s bo¢nymi skupinami. Odporuc¢any postup je uvedeny
v tabul’ke 1.3.

TABULKA 1.3 Biuretova metdéda

1. Pripravime Biuretovo cinidlo tak, Ze rozpustime 1,5 g CuSO4:5H>0 a 6 g vinanu sodno-draselného
v 500 ml vody. Priddéme 10 % w/v hydroxidu sodného a doplnime vodou do 1 litra.

2. Uskladnime ¢inidlo v plastovej fl'asi na tmavom mieste. Cinidlo vydrzi velmi dlho (t—0), ak
k nemu pridame 1 g jodidu draselného, ktory zabrani redukcii med’natych iénov.

3. K vzorke s objemom 0,5 ml, ktora obsahuje az do 3 mg proteinu, priddme 2,5 ml Biuretovho ¢inid-
la.

4. Nechame stat’ 30 mintt.

5. Meriame absorbanciu pri 540 nm. Porovnavaci roztok obsahuje 0,5 ml timivého roztoku a 2,5 ml
Biuretovho ¢inidla.

NajvicSou nevyhodou tejto metddy, ktora vyrazne obmedzuje jej pouZzitelnost’ je nizka
citlivost’ (1 — 6 mg proteinu/ml). Citlivost’ metdody moze byt zvysend: (i) separaciou komple-
xu med’-protein gélovou filtraciou s naslednym uvol'nenim medi z komplexu a jej kolorimet-
rickym urcenim, (ii) meranim absorbancie Standardnej Biuretovej reakcie v blizkej UV oblasti
pri 310 nm. Niektoré tlmivé roztoky predovsSetkym tie na baze Tris-u mdzu interferovat
s Biuretovou reakciou, ako aj tie, ktoré obsahuji amoéniovy kation, co zna¢ne komplikuje me-
ranie frakcii ziskanych po precipitacii siranom amonnym.

Lowryho metéda

Patri k najbeznejSie pouZivanym metddam na stanovenie koncentracie proteinu. Zakladom
metddy je Biuretova reakcia proteinu s medou v alkalickom prostredi a redukcia Folin-Cio-
calteau fosfomolybdenofosfowolframovej kyseliny na heteropolymolybdénovi modru,
v doésledku med’ou katalyzovanej oxidacie aromatickych aminokyselinovych zvyskov. Reak-
cia ma za nasledok vznik intenzivne; modrej farby a je citlivejSia (0,1 — 1 mg proteinu/ml)
v porovnani s Biuretovou metédou. Odporti¢any postup je uvedeny v tabul’ke 1.4.
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TABULKA 1.4 Lowryho metéda

1. Zasobné roztoky Cinidiel: A, 1 % CuSO4-5H,0; B, 2 % w/v vinan sodno-draselny; C, 0,2 M hydro-
xid sodny; D, 4 % w/v uhli¢itan sodny. Tieto ¢inidl4 st stabilné pri izbovej teplote.

. Do 49 ml ¢inidla C pridaj 49 ml ¢inidla D. Potom pridaj 1 ml ¢inidla A a nasledne 1 ml ¢inidla B.
Tento med’nato-alkalicky roztok (¢inidlo E) musi byt pripravované vzdy Cerstvé.

. Do 10 ml Folin-Ciocalteau ¢inidla pridaj 10 ml vody. Toto je ¢inidlo F.

. Do 0,5 ml vzorky obsahujucej az do 0,5 mg proteinu pridaj 2,5 ml ¢inidla E.

. ZmieSaj a nechaj reagovat’ 10 minut.

. Pridaj 0,25 ml ¢inidla F.

. Zmiesaj a nechaj reagovat’ 30 minnut.

. Zmeraj absorbanciu pri 750 nm. Porovnavaci roztok obsahuje 0,5 ml tlmivého roztoku opracova-
ného podl'a bodov 4 az 7.

\S}

0 3N Lk~ W

Treba poznamenat’, Ze reakcia je vel'mi citliva na pH prostredia — je preto potrebné udrzat’
pH v rozmedzi 10,0 — 10,5. V doésledku variability zasobného roztoku Folin-Ciocalteau ¢inid-
la je dolezité pre kazdy zasobny roztok najst’ vhodné riedenie na dosiahnutie findlneho pH.
Navyse, na dosiahnutie reprodukovatelnych vysledkov je dolezité dodrziavat’ jednotlivé Ca-
sov¢ intervaly pridavania a zmieSavania jednotlivych ¢inidiel.

Reakcia iba mierne zavisi na aminokyselinovom zloZeni proteinu. Na druhej strane vSak
s danou reakciou moze interferovat’ viacero latok. K tymto zlu¢enindm patria amino derivaty,
aminokyseliny, tlmivé roztoky, detergenty, lipidy, sacharidy, nukleové kyseliny, soli
a sulthydrylové zluceniny (existuju zoznamy testovanych latok a ich mnozstva tolerovatel'né
pre pouZitie tejto metody). Specialnym problémom je pritomnost’ detergentov (aniénovych,
zwitterionovych a neidnovych) kvoli ich ¢astému pouZitiu pri rozpustani proteinov. Pre roz-
toky, ktoré obsahuju detergenty su vyvinuté rozne variacie Lowryho metody. Dalsim &asto
prehliadanym problémom tejto metddy je nelinearita kalibracnej krivky.

BCA (bicinchoninic acid) metéda

Mnozstvo problémov spojenych s Lowryho metddou spociva vo vlastnostiach detekéného
¢inidla (Folin-Ciocalteau). Preto bola vyvinutd metdda zalozend na alternativnom detek¢nom
¢inidle, kyseline bicinchoninovej (BCA). Princip metody:

+ OH-
1. krok: protein + Cu?** —— > Cu*

2. krok:  Cu* - .
rok:  Cur + 2BCA "ooc—\ N N ,)—c00"

“00C / N N \ COO~
BCA-Cu* komplex
Reakcia dava intenzivne fialové sfarbenie s maximom absorbancie pri 562 nm. Citlivost BCA

metody (0,1 — 1,2 mg proteinu/ml) je podobné ako v pripade Lowryho metoédy. Odporucany
postup je uvedeny v tabul’ke 1.5A. Bola taktiez vyvinuté presnejSia metoda, tzv. BCA micro-
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assay metoda (0,5 — 10 ug proteinu/ml), ktorej postup je uvedeny v tabulke 1.5B.

TABULKA 1.5A BCA metdda

1. Zasobné roztoky Cinidiel: A, 1 % w/v BCA-Nay, 2 % w/v Na,COs, 0,16 % w/v vinan sodny, 0,4 %
w/v NaOH a 0,95 % NaHCOs. Ak je potrebné, 50 % w/v NaOH alebo pevny NaHCO3 na tpravu pH
na hodnotu 11,25. B, 4 % w/v CuSO4-5H,0. Cinidl4 A a B st stabilné pri izbovej teplote.

2. Cinidlo C sa pripravi zmie$anim 100 objemovych dielov ¢inidla A a 2 obj. dielov ¢inidla B. Cinidlo
C je jablkovo zelené a je stabilné 1 tyzden pri izbovej teplote.

3. Do 100 pul vzorky obsahujucej 10 — 120 pg proteinu (0,1 — 1,2 mg proteinu/ml) pridaj 2 ml ¢inidla
C.

4. ZmieSaj a nechaj stat’ 30 min pri 37 °C.

5. Zmeraj absorbanciu pri 562 nm. Porovnavaci roztok obsahuje 100 pl tlmivého roztoku opracované-
ho podl'a bodov 3 a 4.

TABULKA 1.5B BCA microassay metdda

1. Zasobné roztoky cinidiel: A, 8 % w/v Na,COs, 1,6% w/v NaOH, 1,5 % w/v vinan sodny a dosta-
to¢né mnozstvo pevného NaHCO; na tipravu pH na hodnotu 11,25. B, 4 % w/v BCA-Na,. Cinidld A
a B su stabilné pri izbovej teplote. Cinidlo C, 4 obj. diely CuSO4-5H,0 zmiesané so 100 obj. dielmi
¢inidla B. Toto ¢inidlo by malo byt pripravené vzdy Cerstvé.

2. Zasobny roztok ¢inidla D sa pripravi v ¢ase potreby zmieSanim 1 obj. dielu ¢inidla C s 1 obj. dielom
¢inidla A.

3. Do 1 obj. dielu vzorky (0,5 — 10 pg proteinu/ml) pridaj 1 obj. diel ¢inidla D.

4. Zmiesaj a nechaj stat’ 60 min pri 60 °C.

5. Ochlad’ na izbovu teplotu.

6. Zmeraj absorbanciu pri 562 nm. Porovnavaci roztok obsahuje 100 ul timivého roztoku opracované-
ho podl'a bodov 3 az 5.

Pretoze mechanizmus BCA metody je v blizkom vztahu s Lowryho metddou, da sa oca-
kavat’ podobna citlivost’ obidvoch metéd na aminokyselinové zloZenie proteinu. Specialnou
vyhodou BCA metddy je vo vSeobecnosti jej vacsia tolerancia voci zlucenindm, ktoré interfe-
ruji s Lowryho metédou. BCA metdda je menej citliva na pritomnost’ réznych detergentov
(anidénovych, neidonovych a zwiterionovych), ktoré sa Casto pouzivaji pri rozpustani protei-
nov. Denatura¢né Cinidla — ako GdmHCI a mocovina su tiez dobre tolerované, avSsak BCA
metodda je citlivejSia na pritomnost’ redukujticich cukrov. Samozrejme, med’-chelatujice ¢i-
nidla ako napr. EDTA, st vaznym problémom pre obidve metddy, podobne ako aj ¢inidla,
ktoré ovplyvituju pH ¢inidiel pouzivanych v BCA a Lowryho metdde, a tym ovplyviiuji op-
timalne pH danych metod.

Bradfordova metéda — viazanie farbiva

Za vhodnych podmienok, kyslé a bazické skupiny proteinov interaguju s disociovanymi
skupinami organickych farbiv za vzniku farebnych zrazenin. Tento jav mézZe byt vyuZzity pri
kvantitativne] analyze, ale mnoho farbiv (napr. Orange G) su necitliveé, zatial’ ¢o iné (napr.
Amidocerii 10-B) mé iné nevyhody. Tento pristup sa stal populdrnym vd’aka Bradfordom
vyvinutej metdde, ktora vyuziva farbivo Coomasie Brilliant Blue G 250 alebo R 250. Jeho
viazanie do proteinu sposobuje posun absorpéného maxima zo 465 nm (Cervend forma) na
595 nm (modra forma). Farbivo sa pripravuje ako zasobny roztok rozpustenim vo fosforec¢nej
alebo chloristej (stabilnejsi roztok) kyseline. Metdéda popisana v tabul’ke 1.6 je rychla, jed-
noducha jednokrokova procedura, pri ktorej je ¢inidlo pridané ku vzorke a absorbancia je me-
rand pri 595 nm. Problémom danej metddy je tendencia komplexu protein-farbivo viazat’ sa
na povrch skla. Je preto vhodné pouzivat’ jednorazové kyvety, ale na druhej strane je relativne
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jednoduché odstranit’ farbivo zo skla ponorenim kyvety do roztoku 0,1 M HCI alebo umytim
koncentrovanym detergentom a nasledne vodou alebo aceténom.

Metdda je vel'mi citliva, pracuje v rozmedzi 0,2 — 1,4 mg proteinu/ml — Standardna metdda
— avrozmedzi 5 — 100 pg proteinu/ml v pripade microassay procediry. Je velmi zavisla od
primarnej Struktary proteinov v désledku preferencnej interakcie farbiva s bazickymi (predo-
vSetkym argininovymi) aminokyselinovymi zvySkami. Vysledok méze byt ovplyvneny pri-
tomnost'ou detergentov, niektorymi timivymi roztokmi (napr. Tris) a polyolmi, podobne, av-
Sak v menSom rozsahu, ako Lowryho metoda. Navyse, niektoré proteiny mozu byt relativne
nerozpustné v takom kyslom prostredi.

TABULKA 1.6 Bradfordova metdéda — viazanie farbiva

1. Cinidla: intenzivnym mie$anim rozpustime 100 mg Coomassie Brilliant Blue G 250 v 50 ml 95 %
etanolu. Tento roztok sa zmieSa so 100 ml 85 % w/v kyseliny fosfore¢nej, zriedi sa s vodou na 1 liter
a prefiltruje sa. Cinidlo je stabilné pri izbovej teplote po dobu minimélne 2 tyzdiiov.

2. Standardna metéda: pridaj 5 ml &inidla do 0,1 ml vzorky s proteinom obsahujucej 20 — 140 pg
proteinu (0,2 — 1,4 mg proteinu/ml),

alebo
Microassay metoda: pridaj 0,2 ml ¢inidla do 0,8 ml vzorky obsahujucej 1 —20 pg proteinu (5 —

100 pg proteinu/ml).

3. Zmiesaj a nechaj stat’ po dobu 5 — 30 min.

4. Zmeraj absorbanciu pri 595 nm. Porovnavaci roztok obsahuje 0,1 ml (0,8 ml v pripade microassay)
tlmivého roztoku a 5 ml (0,2 ml pre microassay) ¢inidla.

Coomassie Brilliant Blue

/@\ CHs CoHs /@\ -
HO,S rl\l | sO

CH
N2 °

R250: R = H
G250: R = CH,

OC,H,

Farbenie striebrom

Metddy popisané doteraz st dostatocné pre stanovenie koncentracie proteinov pre vacSinu
beznych purifika¢nych (Cistiacich) metéd. AvSak, v suCasnosti su v centre zaujmu proteiny,
ktoré sprostredkuju procesy proliferacie a diferencidcie, ktoré s aktivne pri koncentraciach
10° — 10! M. Izol4cia takychto proteinov je znaéne komplikovana a proteiny sa ziskavajl
iba vo vel'mi malych koncentracidch (napriklad zo 150 litrov média je mozné ziskat’ iba 2 —
10 pg interleukinu 3). Bezné metddy by spotrebovali znacnu Cast’ tohto proteinu. V stcasnosti
bola preto vyvinuta vysoko-citliva metoda, zalozena na schopnosti viazat’ striebro, schopnost’,
ktora sa uz bezne efektivne vyuziva na citliva detekciu proteinov separovanych polyakryla-
midovou gélovou elektroforézou (obrazok 1.5, strana 27).
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Touto metddou je mozné urcit’ protein v mnozstve 15 ng az 2 pug (150 ng az 20 pg prote-
inu/ml), €o reprezentuje priblizne 100-krat vacsiu citlivost’ ako predchadzajiuce metody. Me-
tdda je popisana v tabulke 1.7.

TABULKA 1.7 Farbenie striebrom

1. Zasobné roztoky cinidiel: A, 7,5 % w/v Tween 20, 100 mM Tris, 100 mM Na,COs. B, 2,5 % roztok
glutaraldehydu denne Cerstvo pripraveny zo zdsobného roztoku 25 % glutaraldehydu uchovavaného
pri 4 °C. C, Amoniakalny roztok striebra denne cerstvo pripraveny pridanim 20 % w/v NaOH
a koncentrovaného NH4sOH (19 %) do 18,2 ml destilovanej vody, s naslednym pridanim po kvap-
kach 0,2 ml 20 % w/v dusi¢nanu strieborného. D, 3 % w/v tiosulfatu sodného denne Cerstvo pripra-
veného.

2. Pridaj 11 pl ¢inidla A do 100 ul vzorky obsahujucej protein od 15 ng do 2 ug (150 ng az 20 ug pro-
teinu/ml).

3. Centrifuguj pri 450 g pocas 5 minat cez 2-ml Bio-Gel P-2 kolénu pre-ekvilibrovantl v 10-krat zrie-
denom c¢inidle A.

4. Pridaj 0,9 ml destilovanej vody ku vzorke na vysledny objem 1 ml.

5. Pridaj 20 pl ¢inidla B a zamieS§aj vortexom 2 sekundy.

6. Pridaj 200 pl ¢inidla C a zamiesaj vortexom 2 sekundy.

7. Nechaj stat’ presne 10 mint pri izbove;j teplote.

8. Pridaj 40 pl ¢inidla D.

9. Zmeraj absorbanciu pri 420 nm. Porovnavaci roztok obsahuje 100 pl pouzitého tlmivého rozto-
ku opracovaného podl'a bodov 2 az §.

Farbenie striebrom vykazuje rozdielnu citlivost’ na primarne zlozenie proteinov obdobne
ako v pripade Bradfordove; metody. Vaznym problémom pri takejto microassay metode je
strata proteinu v dosledku jeho adsorbcie na sklenenych a plastovych povrchoch. Tato adsor-
pcia mdze byt minimalizovand pridanim detergentu (Tween 20) ku vzorke pred jej opracova-
nim. Dal§im vaznym problémom je interferencia viacerych zloziek bezne pritomnych vo
vzorke a tlmivych roztokoch s danou metédou, vratane aniénov (napr. CI°), ktoré tvoria ne-
rozpustné strieborné soli, EDTA, SDS v koncentraciach nad 0,01 % a redukéné ¢inidla ako
ditiotreitol a 2-merkaptoetanol. Je preto zvy€ajne potrebné nevyhnutne odstranit’ akékol'vek
potencialne interferujuce reagencie zo vzorky gélovou filtraciou cez malu Bio-Gel P-2 ko-
16nu. Treba poznamenat’, Ze striebrom opracovana vzorka ponechana v kyvete niekol’ko mi-
nut, spdsobi vytvorenie strieborného skla na stenach kyvety. To moze byt 'ahko odstranené
kyselinou dusi¢nou. Tato metdda je vel'mi citliva, ale mala by sa vyuZivat’ iba v pripade ne-
dostatku materidlu, ked’ nie je mozné pouzit’ alternativne metody.

Vzhl'adom na mnozstvo metdd pre urCovanie koncentracie proteinov moze byt pri jej vy-
bere napomocné schéma uvedend na nasledujuce;j strane.

37



Praktické cviCenia z biochémie Sedlak, Varha¢, Danko, Paulikova, Podhradsky, 2020

Schéma pre vyber vhodnej metddy na zistenie koncentracie proteinu (Noble a Bailey, 2009):

Stanovovany protein zbaveny necistot

\ 4

Pouzi vhodny Standard, napr. hovadzi
sérovy albumin alebo IgG.
Nepouzivaj Bradfordovu metddu.

Je k dispozicii Standard proteinu Nie
zhodny so stanovovanym proteinom?

\ 4

Ano

A 4

Je stanovovany protein posttranslacne Ano Nepouzivaj Bradfordovu a Lowryho
modifikovany, napr. glykozylovany? metddu pre glykozylované proteiny.

\ 4

Nie
v
Je molekulova hmotnost stanovované- ) Nepouzivaj Bradfordovu metodu a
ho proteinu/peptidu vicsia ako 8 kDa Nie o| metédu merania absorbancie pri
a obsahuje viacero Tyr a Trp? | 280 nm.
Ano

\ 4

Vhodna je akakol'vek z metdd. Jej
vyber zavisi na kritériach uvedenych
v texte a na dostupnosti zariadeni.

Obsahuje roztok stanovovaného prote- | Nie
inu interferujuce zluceniny?

\ 4

Ano

Su v roztoku tioly alebo redukujiice Ano
cinidla, napr. ditiotreitol?

A 4

Sii v roztoku chelatacné cinidld, napr. | A
o chelatacne i napr L P Nepouzivaj BCA a Lowryho metodu.

A 4

Su v roztoku aminy alebo amoéniové

| iony? Ano
; . A Pouzitie Lowryho a Bradfordovej
> Su v rozto(cu deter,gelltypouzzte na 0 | metody je obmedzené do 0,1% kon-
rozpustenie proteini: centracie viacerych detergentov.
| Suv rozto,ku kvoli pf’ecipimci{ protei- | Ano Nepouzivaj BCA a Bradfordovu me-
"| nu vysoké koncentracie kyselin? t6du
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