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Bilkoviny
Uloha 1 - Nativni elektroforéza bilkovin séra

1. Princip uUlohy

Nativni elektroforéza sérovych bilkovin je stale jednim ze zakladnich vysSetfeni v klinické biochemii.
V tomto praktickém cviceni ji pouZijeme jako obecny priklad elektroforetického déleni protein(.

V tomto usporadani se déli nativni, tedy nedenaturované bilkoviny séra v zasaditém prostredi. Témér
vSechny sérové proteiny maji za téchto podminek zaporny ndboj, takze v elektrickém poli putuji od
zaporné ke kladné elektrodé. Elektroforézu je mozné provadét na rliznych nosicich; v tomto praktiku
pouzijeme relativné fidky polyakrylamidovy gel. Je dostatecné pevny pro zpracovani, souc¢asné jsou
ale jeho pdry natolik velké, Ze podstatnou mérou neomezuji ani pohyb makromolekul. Rychlost,
kterou bilkoviny v elektrickém poli putuji, tak zavisi predevsim na hustoté naboje v jejich molekule.

Krevni sérum obsahuje nékolik set rliznych bilkovin. Hustota naboje v jejich molekulach je rizna,
takze je pomoci nativni elektroforézy mizeme rozdélit na fadu frakci.

Aby byly jednotlivé frakce ostré, je tfeba, aby se zacaly vSechny bilkoviny vzorku délit souc¢asné. Proto
vlastnimu elektroforetickému déleni na separacnim polyakrylamidovém gelu pfedchazi koncentrace
vzorku na jeho zacatku. Pouzijeme tedy tzv. diskontinudlni systém: Vzorky nejprve projdou
koncentracnim gelem, ktery ma odlisné vlastnosti (mirné kyselé pH, nizsi koncentrace slozek pufru) a
pak teprve vstupuji do separacniho gelu. V elektrickém poli se v koncentraénim gelu pohybuji jak
slozky pufru, ktery tak postupné v rlznych ¢astech gelu méni své vlastnosti, tak i bilkoviny, které zde
maji relativné maly ndboj. Kombinaci téchto déjl a vzajemnou interakci ¢astic dojde k tomu, Ze se na
rozhrani koncentraéniho a separacniho gelu dostanou vsechny bilkoviny do jedné Urovné a do
separacniho gelu diky tomu vstoupi souéasné.

Cely pokus se sklada z nékolika krok:

1. Nejprve se pripravi separacni polyakrylamidovy gel. Vznika polymeraci akrylamidu. Aby
polymer nevytvérel jen nevétvena vldkna, ptidava se k monomerim akrylamidu jesté
bisakrylamid, ktery béhem polymerace vytvori mezi vlakny pficné mustky, takZze vznikne
trojrozmérna sitovita struktura. Akrylamid polymeruje mezi dvéma deskami (v nasem
pfipadé mezi sklem a eloxovanou hlinikovou deskou) bez pfistupu vzduchu.

Pro ucely praktického cviceni je tento krok jiz hotovy.

2. Pred ,zacatek” separacniho gelu se pripravi koncentracni gel. Jde rovnéz o polyakrylamidovy
gel, ma vsak jinou hustotu a obsahuje jiny pufr. Do koncentrac¢niho gelu se pomoci tzv.
hiebinku vytvofi jamky, do nichZ se pozdéji nanesou vzorky.

3. Vzorky séra se fedi stejnym pufrem, jaky byl pouZit pro koncentracni gel, a aby se usnadnilo
jejich nanaseni, pridava se k nim barvivo a glycerol. Glycerol ma velkou hustotu, takZze vzorky
pfi nanaseni na gel klesaji ke dnu jamek.

4. Pripravenymi vzorky se naplni jamky v gelu a probéhne vlastni elektroforetické déleni.

5. Rozdélené bilkoviny se denaturuji, diky ¢emuz se v gelu pfestanou pohybovat a
v ndsledujicich krocich je jiz neni mozné z gelu vymyt, a obarvi se vhodnym organickym
barvivem.

6. Nakonec se ziskany elektroforeogram hodnoti. Plocha a intenzita zbarveni jednotlivych frakci
je pfiblizné imérna hmotnostni koncentraci bilkoviny. V tomto cviceni demonstrujeme
predevsim vizualni hodnoceni; v praxi se gely fotografuji nebo skenuiji, ziskany obraz se méri
a kvantitativné vyhodnocuje.
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2. Provedeni Glohy
Priprava separacniho gelu
Chemikalie a pomiicky

Pufr pro separaéni gel (Tris-HCl 375 mmol-I™%, pH 8,8) @
Smés akrylamid-bisakrylamid 30 % : 0,8 % v Cisténé vodé @

APS — peroxodisiran amonny 10% @
TEMED - N,N,N‘,N‘-tetramethylethan-1,2-diamin @@
1-butanol @@

Sklo a zadni deska pro gel 10 x 10,5 cm
Spacery 0,75 mm
Drzak a kolébka pro nalévani gelQ

, / Hfebinek
adni deska L YRR e
Z i = L

I vouto
//\ Spi¢ka pro nanaseni

Sl i 7 ¥ , vzorkd
skio —— [ NN
Postup

Demonstrace postupu: https://www.medicalmedia.eu/cs/Detail /1452

Spacer

Pro prakticka cviceni jsou separacni gely jiz pfipravené. Postup zde uvadime jen pro informaci.
Vlastni prakticka uloha zacina nasledujicim krokem — ptipravou koncentracniho gelu.

Sklo, zadni deska a spacery museji byt dokonale cisté, bez zaschlych kapek vody a otisk( prsta.
Pracujeme v rukavicich.

1. Na sklo nakreslete lihovym fixem ¢aru 3 cm od okraje. Tato ¢ara oznacuje, do jaké vysky se
bude nalévat separacni gel.


https://www.medicalmedia.eu/cs/Detail/1452

10.

11.

12.
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Sestavte ,,sendvi¢” pro naliti gelu — mezi sklo a zadni desku vloZte spacery. Cara je na vné&jsi
strané skla nahote, vyrez v zadni desce je také nahote.

Sendvic vloZte do drzaku na nalévani gelu. Dolni konec skla, zadni desky a spacerl zarovnejte
o desku stolu tak, aby drzak presahovaly asi o 1 mm.

Postupné dotahnéte Srouby na drzaku. Je tfeba je utdhnout pevné, ale rovhomérné tak, aby
sklo neprasklo.

Do kolébky vlozte tésnéni — dospod Sedé pénové, na néj Cerné pryzové. Gumové tésnéni
musi byt Cisté, bez zaschlych kapek vody.

Drzak se sendvicem vlozte do kolébky (Srouby sméruji ven) a zajistéte dotahovacimi packami.
Sendvic zatim nedotahujte proti tésnéni v kolébce — delsi ¢ast rukojeti pacek sméruje dola.

V odsavaci bance pfipravte gel:

Pocet gelt 2 4 6

Pufr pro separaéni gel 1x @ 7,89ml | 158ml | 23,7 ml

Akrylamid — Bis 30 % : 0,8 % 2,00ml | 4,0ml 6,0 ml
SH®

Odsavaci bariku uzavfit, pripojit k vyvévé a roztok 2 minuty
odvzdusnovat

AP 10% ©&<D 100wl | 200 ul | 300 pl

Promichat opakovanym protazenim Spickou a pak opatrnym
krouZzenim barikou — pfi pipetovani i promichavani zabranit vzniku
bublin.

Temep OGO OG 10 pl 20 30 ul

Promichat opakovanym protazenim Spickou a pak krouzenim
bankou, zabranit vzniku bublin. Material okamzité dale
zpracovavat — gel zacina polymerovat.

Dotdhnéte drzdk se sendvi¢em proti tésnéni v kolébce — otolte packy delsi ¢asti rukojeti
nahoru. Pak 5ml automatickou pipetou nalijte gel @ mezi sklo a zadni desku tak,
aby hladina dosahovala k ¢are. Pracujte rychle, ale tak, aby v gelu neuvazly bubliny vzduchu.

Ihned poté opatrné prevrstvéte gel priblizné 0,5 ml 1-butanolu @@

Nechejte gel polymerovat alespon 1 hodinu pfi pokojové teploté. Zbytek gelu z odsavaci
banky vylijte do plastové zkumavky — slouZi pro kontrolu, Ze gel polymeruje. Odsavaci bariku
vyplachnéte.

Po ztuhnuti gelu vyjméte drzak z kolébky, povolte Srouby a vyjméte sendvic s nalitym gelem.
Slijte butanol.

Pripraveny gel je mozné skladovat ve vihku pfi 4 °C, nap¥. zabaleny do papirového rucniku
navlh¢eného vodou.
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Priprava koncentracniho gelu

Chemikalie a pomiicky

Pufr pro koncentraéni gel (Tris-HCI 150 mmol-I™%, pH 6,8) @

Smés akrylamid-bisakrylamid 30 % : 0,8 % v Cisténé vodé ®
APS — peroxodisiran amonny 10% @

TEMED - N,N,N‘,N‘-tetramethylethan-1,2-diamin @@

Sendvic s nalitym separacnim gelem

Hrebinek 0,75 mm pro 10 jamek

Elektroforeticka vana — spodni dil a katodovy blok, svorky
Silnéjsi filtracni papir nastfihany na prouzky asi 7 x 4 cm

Postup
Demonstrace postupu: https://www.medicalmedia.eu/cs/Detail/1453

1. Sendvic se separacnim gelem zbavte zbytku butanolu — stfi¢kou
peclivé oplachnéte horni hranu gelu ¢isténou vodou. Zbytky vody
odsajte pruhem filtracniho papiru.

2. Do elektroforetické vany zasunte katodovy blok s vlozenym pénovym tésnénim. K nému
prilozte sendvic s gelem. Zadni deska je vyfezem nahote a dotyka se pénového tésnéni.

3. Sendvic upevnéte ke katodovému bloku pomoci svorek. Horni okraj sendvice by mél byt
v urovni horniho okraje katodového bloku. Delsi ¢ast svorky se dotyka skla, kratsi katodového
bloku.

4. Uvedenym zplUsobem upevnéte do elektroforetické vany dva gely. Pokud se ma pracovat jen
s jednim gelem, upevnéte misto druhého prazdnou sklenénou desku.

5. V odsavaci bance ptipravte koncentracni gel:

Pro 4 gely
Pufr pro koncentracni gel 1x @ 4,32 ml
Akrylamid — Bis 30 % : 0,8 % 625 ul

S0P

Odsdvaci baniku uzavfit, pfipojit k vyvéve a
roztok 2 minuty odvzdus$iovat

Aps 10% @O 50 ul

Promichat opakovanym protaZzenim Spickou
a pak opatrnym krouZenim barikou — pfi
pipetovani i promichavani zabranit vzniku
bublin.

TEmep @OEGDD Sul

Promichat opakovanym protaZzenim Spickou
a pak krouzenim barkou, zabranit vzniku
bublin. Materidl okamZité dale zpracovavat —
gel zacind polymerovat.



https://www.medicalmedia.eu/cs/Detail/1453
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6. 1 mlkoncentracniho gelu @ prevrstvéte na separacni gel. Poté mezi sklo a zadni
desku zasunte hiebinek. Jeho zuby v koncentraénim gelu vytvofi jamky pro naneseni vzorkd.

7. Nechejte koncentraéni gel polymerovat 30 minut pfi pokojové teploté. Zbytek gelu z odsavaci
banky vylijte do plastové zkumavky — slouzi ke kontrole, Ze gel polymeruje. Odsavaci banku a
pomucky ocistéte.

Nanaseni vzorkl a spusténi elektroforézy

Chemikalie a pomiicky

Vzorky séra fredéné 12x smési pufru pro koncentracni gel, bromfenolové modfi a glycerolu @
Tris-glycinovy pufr (Tris 25 mmol-I7%, glycin 192 mmol-I™%, pH asi 8,3) @

Elektroforeticka vana s upevnénym gelem, viko, zdroj pro elektroforézu

Voditko pro nanaseni vzork
Spicky pro nanaseni vzorkd do gelu (,gel-load”)

Postup
Demonstrace postupu: https://www.medicalmedia.eu/cs/Detail/1454

1. Do katodového prostoru nalijte kadinkou vychlazeny elektroforeticky pufr @ tak, aby sahal
asi 2 mm nad zéarez v zadni desce. Stejny pufr nalijte i do elektroforetické vany tak, aby byly
dosahoval k kraji vylisku (pro naplnéni vany je tfeba 250 ml pufru).

2. Navlhcete voditko pro nanaseni vzorkl a ,pfilepte” jej na sklo tak, aby cervené plochy byly
presné mezi zuby hiebinku. Bezbarvé plochy s Cisly oznacuji jednotlivé jamky v gelu.

3. Opatrné vyjméte hiebinek.

4. Do jamek nanasejte pomoci tenkych $pi¢ek po 10 pl pfipravenych (fedénych a obarvenych)

vzork( séra .

5. Pripojte hadice chlazeni a nechejte protékat chladici vodu.

6. Elektroforetickou vanu uzavrete vikem. Dbejte na spravnou polaritu — konektory jsou
barevné oznacené.

7. Zapojte kabely do zdroje. Nastavte napéti 400 V. Elektroforéza probiha pfiblizné 20 minut.
Bromfenolova modf¥, kterou jsou vzorky obarvené, putuje ptiblizné s nejrychlejsi frakci
(albuminem).


https://www.medicalmedia.eu/cs/Detail/1454
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Barveni gelu

Chemikalie a pomiicky
Barvici roztok — Coomasie briliantni modf G250, kyselina trichloroctovd, pomocné latky (kyselina

sirova, hydroxid draselny)

Plastova krabicka s vikem
Spachtle pro sejmuti gelu

Vyvéva se sbérnou lahvi
Mikrovinnd trouba

Postup
Demonstrace postupu: https://www.medicalmedia.eu/cs/Detail/1455

1.

10.

11.
12.

Vypnéte elektroforeticky zdroj a odpojte kabely. Pak teprve oteviete viko elektroforézy.
Vypnéte chlazeni a odpojte hadice.

Vyjméte katodovy blok i s gely a slijte katodovy pufr @ do elektroforetické vany. Dejte
pozor, abyste do pufru nenalili chladici vodu, ktera zlstala v bloku — trubicky pro pripojeni
chladiciho okruhu zacpéte prstem. Poté z bloku sundejte sendvice s gelem.

Ze sendvice opatrné vyjméte spacery.

Opatrné ,rozlepte” sendvic tak, aby gel zUstal jen na zadni desce nebo jen na skle. Plastovou
Spachtli odfiznéte a odstrante koncentracni gel.

Desku s gelem vloZte do krabicky s 2-3 cm cisténé vody. Pomoci Spachtle gel jemné sejméte
z desky; davejte pozor, aby se gel neroztrhnul. Desku vyjméte.

Vylijte destilovanou vodu (popftipadé jeji zbytky odsajte vyvévou) a gel prevrstvéte asi 3 mm
barviciho roztoku . Naklanénim krabicky gel rozbalte do plochy a zcela smocte barvicim
roztokem.

Krabicku prikryjte vikem (ale viko neuzavirejte po celém obvodu) a barvici roztok s gelem
ohtejte k varu v mikrovinné troubé (asi 40 s pfi 700 W). Gel nechejte v horkém barvicim
roztoku asi 1 minutu, obsah krabic¢ky opatrné promichavejte pomalym naklanénim. Bilkoviny
se v tomto kroku barvi svétle hnédé nebo nazelenale.

Varovani: Mlze dojit k utajenému varu. Vrouci barvici roztok je silné Ziravy.

Opatrné odsajte barvici roztok pomoci vyvévy. Je tfeba davat pozor, aby se pfi
odsavani neposkodil gel.

Gel opakované oplachnéte nadbytkem ¢isténé vody. Vodu je moZné odsat nebo slit do drezu.
Po poslednim oplachnuti nechejte gel v ¢iSténé vodé. Bilkovinné frakce budou obarvené
jasné modre.

Pro hodnoceni je mozné gel fotografovat nebo skenovat.
Pro uchovani Ize gel prenést na silnéjsi filtracni papir, prekryt prihlednou félii a ususit mezi
vrstvami savého materidlu. Po Uplném ususeni je noZné prihlednou félii sejmout.


https://www.medicalmedia.eu/cs/Detail/1455
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3. Vyhodnoceni

Cilem tohoto praktického cviceni je predevsim demonstrovat elektroforézu jako
separacni techniku; elektroforetickym frakcim lidského séra se budeme vénovat

v letnim semestru. Pfesny popis vysledného elektroforeogramu tedy pfesahuje zdmér
tohoto textu a na tomto misté uvadime zdkladni Udaje spiSe pro zajimavost.

Pti nativni elektroforéze sérovych bilkovin nejrychleji putuje albumin. Pomaleji migruji v
globuliny, které lze podle pohyblivosti usporadat do nékolika skupin oznacovanych I
reckymi pismeny a, B ay. V zavislosti na pfesném usporadani experimentu se tyto B,
frakce dale déli — bézné se a-globuliny déli na a; a a; a podobné B-globuliny se déli na B, f
B1 a Bz. [
)
Lidské sérum ovSsem obsahuje velké mnoZstvi bilkovin, takZe kazda z takto klasicky o [

popisovanych frakci obsahuje fadu specifickych proteint. Mnoho bilkovin, byt v nizsich
koncentracich, je i mezi intenzivnéji zabarvenymi poli, ktera jsou vidét na prvni pohled. Albumin
Usporadani experimentu, které jsme pro nativni elektroforézu poufZili v naSem pokusu,

je dosti citlivé a pokud bychom pouZili nizsi napéti, nasli bychom podstatné vétsi pocet frakci, nez se
obvykle popisuje.

v 1gG
IgA
L } IgM &
BZ i & Cy-komplement, B,-mikroglobulin
o & transferin, antitrombin 11
Bl & B-lipoprotein
& Haptoglobin, ceruloplasmin
a, { & a,-makroglobulin
& a-lipoprotein
& oy-antichymotrypsin
(e 5} & ag-antitrypsin
. & ay-kysely glykoprotein
Albumin

Vysledek nativni elektroforézy dvou vzorki séra. Usporadani
bylo podobné, jako v provadéném experimentu, déleni ale
probihalo pfi nizs§im napéti (100 V). Kazda z obvykle
popisovanych frakci (popis vlevo) se rozpada do nékolika
ostrych pruh(. Vpravo je vyznacena pozice vybranych

bilkovin.
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Uloha 2 - Srovnani natPAGE a SDS-PAGE

Diskontinudlni elektroforéza bilkovin v polyakrylamidovém gelu za denaturaénich podminek

v pfitomnosti aniontového detergentu dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE) predstavuje jiny typ
elektroforézy protein(, dnes velice rozsiteny predevsim ve vyzkumnych laboratotich. Technika je
podrobnéji popsdna v samostatné stati o elektroforéze. Hlavni rozdily mezi nativni elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu (natPAGE), kterou jsme provadéli v predchozi Uloze, a SDS-PAGE Ize
shrnout takto:

natPAGE SDS-PAGE

Funkce gelu jako NE ANO

molekulového sita

RozliSovaci schopnost Mensi Vysoka

Stav délenych proteind Nativni - 3D struktura véetné Denaturované - bez 3D struktury
vazeb mezi podjednotkami a a obalené zaporné nabitym SDS.
biologicka aktivita v zadsadé Vazby mezi podjednotkami
zachovana. preruseny.

Déleni proteinl probihd | Povrchové hustoty naboje Velikosti polypeptidovych fetézcl

na zakladé

PFiklad pouziti Vysetfeni spektra bilkovin Detekce specifické bilkoviny ve
lidského séra vzorku tkané (spolu s Western

imunoblotem)

Provedeni
K dispozici je hotovy a obarveny gel z SDS-PAGE, se vzorkem séra a nékolika ¢istymi bilkovinami.
Porovnejte vysledek déleni obéma typy elektroforézy a pokuste se nalezené rozdily vysvétlit.

Uloha 3 - Vybrané reakce aminokyselin a bilkovin

Pro aminokyseliny je charakteristicka sou¢asna pritomnost karboxylové skupiny -COOH a
aminoskupiny —NH,. Nékteré aminokyseliny v postrannim fetézci obsahuji dalsi funkcni skupiny jako
napfr. —SH, —OH, guanidinovou skupinu nebo aromatické jadro. Pfitomnost téchto struktur podminiuje
rlizné barevné reakce, které Ize pouzit k orientacnimu stanoveni aminokyselin. Pro volnou a-amino-
skupinu vSech aminokyselin je spole¢na ninhydrinova reakce. Aromatické jadro ve strukture tyrosinu,
fenylalaninu nebo tryptofanu poskytuje xantoproteinovou reakci. Fenolova (tyrosin) a imidazolova
(histidin) skupina mohou reagovat s diazoniovymi solemi. Sulfhydrylovou (=SH) skupinu cysteinu Ize
prokdzat reakci s Pb?* ionty.

Aminokyseliny se spojuji peptidovou vazbou a vytvareji peptidy a bilkoviny. Priikaz peptidové vazby
biuretovou reakci s Cu?* ionty se vyuZiva pro stanoveni koncentrace celkové bilkoviny ve vzorku.
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Funkéni skupiny v postrannich fetézcich aminokyselin v polypeptidovém fetézci reaguji obdobné jako
volné aminokyseliny. Reakce specifické pouze pro urcité aminokyseliny Ize tedy vyuzit i

k orientac¢nimu zjisténi, zda urcity peptid nebo protein danou specifickou aminokyselinu obsahuje ¢i
nikoliv. V nasem praktickém cvi¢eni budeme takto srovnavat reaktivitu dvou bilkovin: vajecného
albuminu a Zelatiny. Vaje¢ny albumin je prikladem plnohodnotné bilkoviny, obsahujici vSechny
aminokyseliny. Zelatina je produkt denaturace a ¢asteéné hydrolyzy kolagenu, z aminokyselin
prevazuje glycin, prolin, hydroxyprolin a kyselina glutamova, zatimco obsah aromatickych
aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu je nizky, a tryptofan stejné jako cystein prakticky chybi.

1. Ninhydrinova reakce

S ninhydrinem reaguje amoniak a primdrni alifatické aminy, tedy i vSechny aminokyseliny, které
obsahuji volnou aminoskupinu. V zavislosti na testované aminokyseliné vznika pfi reakci

s ninhydrinem modrofialovy az hnédy produkt. Ninhydrinovou reakci poskytuji i iminokyseliny —
prolin a hydroxyprolin, vznikly produkt ma vsak zluté zbarveni. V peptidech a proteinech jsou
aminoskupiny vazany v peptidové vazbé, ale mohou reagovat g-aminoskupiny lysinu nebo koncové
—NH; skupiny.

Ninhydrinova reakce se €asto vyuziva pfi stanoveni aminokyselin. V |ékaFstvi nasla uplatnéni pfi
vySetfovani poruch jejich metabolismu, jako je napf. fenylketonurie. Ninhydrinové reakce Ize
napfiklad pouzit jako detekéni reakce pfi kvalitativnim priikazu aminokyselin v krvi nebo moci
metodou papirové nebo tenkovrstevné chromatografie. Jinym pfikladem vyuZiti je kvantitativni
analyza obsahu jednotlivych aminokyselin v polypeptidech. Pti ni se analyzovany polypeptid nejprve
hydrolyzuje (tj. rozstépi se vSechny peptidové vazby), vysledna smés aminokyselin se déli ionexovou
chromatografii, naslednou detekci jednotlivych aminokyselin opét usnadnuje jejich reakce

s ninhydrinem.

Chemikalie
Testované vzorky: alanin 20 g-I™%, tyrosin 1 g-I"* (rozpu$tén s kys. octovou), prolin 20 g-I™, roztok
vajeéného albuminu 20 g-I7%, roztok Zelatiny 20 g-I™*

Ninhydrin 2 g-I"* v etanolu &

Provedeni
Do péti zkumavek podle tabulky pfipravte nasledujici reakéni smési:

1 2 3 4 5 5
Alanin Tyrosin Prolin Albumin Zelatina

Alanin asi 0,5 ml — - - -

Tyrosin — asi 0,5 ml - - -

Prolin — — asi 0,5 ml - -

Vajecny albumin - - - asi 0,5 ml —

Zelatina — — - - asi 0,5 ml
Nirﬂq@yzgn nékolik kapek | nékolik kapek | nékolik kapek | nékolik kapek | nékolik kapek
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Bilkoviny

Obsah ve zkumavkach promichejte, zahfivejte ve vrouci vodni lazni a zaznamenejte zmény zbarveni.

| COOCH
OH N | COOH
on T ™ —_— —N
| " | R
Ninhydrin Aminokyselina Schiffova baze
dekarboxylace
CO,
| 0
% +H,0 |
\ h . —N—CH,
R ydrolyza \
‘ ‘ R
HO>’

kondenzace

0 0]
| | Princip reakce ninhydrinu s a-aminokyselinami.
N— Reakce poskytuje typické fialové zbarveni.
Podobné reakce dava ninhydrin i s dalSimi
| | aminoslouceninami.
O 0]

Ruhemanova violet

| COOH o
OH ‘ Y
OH + HN T Na
| co, |
Ninhydrin Prolin Zluty produkt

Princip reakce ninhydrinu s iminokyselinou prolinem. Vysledkem je produkt, ktery se
strukturou li$i od Ruhemanovy violeti a ma Zluté zbarveni.
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2. Xantoproteinova reakce

Pro aromatické jadro je typicka nitrace koncentrovanou kyselinou dusic¢nou. Vzniklé nitroderivaty se
vyznacuji intenzivné Zlutym zbarvenim (fecky £avB6¢ = Zluty). Podobnou reakci poskytuiji i
aminokyseliny, které obsahujici aromatické jaddro — tyrosin, tryptofan a v mensi mite i fenylalanin.
Vétsina bilkovin obsahuje aromatické aminokyseliny, takze s kyselinou dusi¢nou také reaguje —
mluvime o xantoproteinové reakci. Po pfidani koncentrované kyseliny dusi¢né k roztoku bilkoviny se
nejprve vyloudi bild sraZzenina denaturovaného proteinu, ktera po povareni zezloutne.

O,N
_ HNO, _
HO CH—CO0 ——mF—— HO CH—COO
-H,0
NH; g NH3
Tyrozin Zluty nitroderivat tyrozinu

Zluté zbarveni kize, které se vyvine po potiisnéni kyselinou dusi¢nou, je vysledkem xantoproteinové
reakce s aromatickymi aminokyselinami bilkovin obsazenymi v epidermis.

Chemikalie

Testované vzorky: alanin 20 g-I%, tyrosin 1 g-I"? (rozpustén s kys. octovou), roztok vajeéného
albuminu 20 g-I7?,

roztok Zelatiny 20 g-I™*

Kyselina dusi¢nd koncentrovana

Provedeni
Do ¢tyf zkumavek podle tabulky pfipravte nasledujici reakéni smési:

1 2 3 3 4
Alanin Tyrosin Albumin Zelatina
Alanin asi 0,5 ml — — —
Tyrosin — asi 0,5 ml — —
Vajecny albumin - - asi 0,5 ml -
Zelatina — — - asi 0,5 ml
Ksiéné asi 0,5 ml asi 0,5 ml asi 0,5 ml asi 0,5 ml

Obsah ve zkumavkach promichejte, zkumavku s albuminem opatrné zahfejte. Zaznamenejte vSechny
zmény zbarveni.
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3. Reakce na cystein - priikaz siry v molekulach bilkovin
Cystein, stejné tak i bilkoviny obsahujici tuto aminokyselinu ve vétSim mnozstvi, uvolfiuji v silné
zasaditém prostredi sulfan, ktery miZeme nasledné prokazat reakci s octanem olovnatym. Vytvari se
¢ernohnéda sraZzenina sulfidu olovnatého:

R—S8H ——

R—OH + H.,S

H,S + Pb* —> PbS

Chemikalie
Testované vzorky: alanin 20 g-I™, cystein 1 g-I%, roztok vajeéného albuminu 20 g-I%,
roztok Zelatiny 20 g-I™*

Octan olovnaty 50 g-|™

Hydroxid sodny 2 mol-I" (ze zkladni sady)

Provedeni
Do ¢tyf zkumavek podle tabulky pfipravte nasledujici reakéni smési:

1 2 3 5 4
Alanin Cystein Albumin Zelatina
Alanin asi 0,5 ml - — —
Cystein - asi 0,5 ml — —
Vajecny albumin - - asi 0,5 ml -
Zelatina - - - asi 0,5 ml

Hydroxid sodny

asi 1 ml

asi 1 ml

asi 1 ml

asi 1 ml

Octan olovnaty

Obsah ve zkumavkach promichejte a asi 5 minut povafrte. Zaznamenejte vSsechny zmény zbarveni.

2-3 kapky 2-3 kapky 2-3 kapky 2-3 kapky

4. Biuretova reakce
Vsechny bilkoviny davaji s médnatymi ionty v alkalickém prostredi fialové zbarveni. Pficinou této
barevné zmény je vznik komplexu médnatych iontt s dusiky sousednich peptidovych vazeb:

0 R
—N NH{
s \o
,Clu
o)
>~HN' N—
N
R fo)
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Bilkoviny

Tato reakce zdvisi na pritomnosti peptidovych vazeb, nikoliv na vlastnostech postrannich
aminokyselinovych zbytk(, a poskytuji ji tedy vSechny proteiny bez rozdilu. Obecné takto reaguji
vSechny latky, které maji v molekule alespon dvé sousedici amidové skupiny —-CO-NH; anebo
alespon dvé peptidové vazby —CO-NH-. Nejjednodussi slouceniny, které mohou reagovat, jsou
tedy oxamid H,N-CO-CO-NHj; a biuret (bis-urea, dimer mocoviny), po némZ je tato reakce
pojmenovana:

NH,
O:< NHZ
0=
NH; teplo

NH,
2x modovina Biuret

- H,

NH, N N
o:< 5 < \ > 5

2+ 1

2 NH + cu®t o NH Cu' HN
@] (0] /// \ >:O

NH, N’ N

H, H

Fialovy komplex

Biuretova reakce se stale pouziva pro fotometrické stanoveni protein(l v biologickém materialu,
napr. v séru.

Pozn.: Tato reakce se nazyvd biuretovd, protoZe biuret je ldtka, kterd ji téZ poskytuje. Pokud se ale
biuretovd reakce pouZije pro méreni proteinu, coZ je zdaleka nejcastéji, biuret jako takovy neni
vubec pritomen, neni ani ve vzorku, ani se nepouZivad jako reagens.

Chemikalie
1. Mocovina (pevna substance)
2. Testované vzorky: alanin 20 g-I"%, vaje¢ny albumin 20 g:I7}, Zelatina 20 g-I™*
3. Hydroxid sodny, 2 mol-I" (ze zakladni sady) &
4. Siran médnaty 70 g-I* (ze zakladni sady) @
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Provedeni

a. Priprava biuretu: Do dlouhé sklenéné zkumavky vpravte asi 0,1 g (jednu odmérku) mocoviny a
opatrné zahrejte pfimym kontaktem dna zkumavky s ploténkou elektrického vafice (lze drzet
v ruce). Mocovina teplem taje a méni se na biuret. Jakmile tavenina ztuhne v bilou hmotu,
zahfivani ukoncete. Nechte vychladnout a rozpustte biuret v 1 ml deionizované vody.

b. Vlastni biuretova reakce:

Do ¢tyr zkumavek podle tabulky pfipravte nasledujici reakéni smési:

1 2 3 4
Alanin Biuret Albumin Zelatina
Alanin asi 1 ml - — —
Biuret - asi 1 ml — —
Vajecny albumin — — asi 1 ml -
Zelatina - - - asi 1 ml
" - ;
ydroxid sodny asi 1 ml asi 1 ml asi 1 ml asi 1 ml
Si éd'naty
|ra<g naty 1 kapka 1 kapka 1 kapka 1 kapka

Obsah ve zkumavkach promichejte a zaznamenejte vSechny zmény zbarveni. Pozitivni reakce se
projevi vznikem fialového zbarveni, |épe patrného proti bilému pozadi. Pozor na nadbytek siranu
médnatého - vytvari se pak modra srazenina hydroxidu médnatého, ktera znesnadnuje spravné
hodnoceni.

Uloha 4 - Reverzibilni srazeni proteini

Zastoupeni polarnich aminokyselinovych zbytk( v primarni struktufe bilkoviny urcuje jeji rozpustnost
ve vodé. Nékteré proteiny jsou ve vodé rozpustné vyborné (napf. albumin), jiné vibec (napf.
kolagen). U bilkovin, které v zasadé ve vodé rozpustné jsou, je stabilita vodného roztoku zavisla na
intenzité povrchového naboje proteinu. Ten mimo jiné zavisi na pH. V izoelektrickém bodu se
povrchovy naboj ztraci a rozpustnost protein( pfi tomto pH je nejmensi (podrobnéji o naboji
proteind a izoelektrickém bodu v samostatné stati o elektroforéze).

Vyssi koncentrace anorganickych soli (hlavné amonnych, alkalickych kovl a kovt alkalickych zemin)
vedou k vysrazeni bilkovin z roztoku. Vysvétluje se to jednak tim, Ze anorganické ionty neutralizuji
povrchovy naboj proteinu, jednak tim, Ze soli soutézi s bilkovinou o molekuly rozpoustédla a odnimaiji
bilkovinam hydratacni plast, nutny pro jejich udrzeni v roztoku. Obdobné etanol v pfitomnosti
malého mnozstvi soli proteiny srazi, protoze je dehydratuje a zaroven snizuje dielektrickou konstantu
prostiedi (dipdly se vice ptitahuji). Etanol miZe ale proteiny i denaturovat (viz déle) a k vylouceni
tohoto vlivu je tfeba snizit teplotu pod 0 °C.

ProtoZe bilkoviny se lisi v nachylnosti k precipitaci solemi, zménami pH ¢i alkoholem, |ze vhodnou
kombinaci téchto vlivli smés proteinl rozdélit na vice frakci. Klasickym prikladem je frakcionace
bilkovin séra siranem amonnym: globuliny se srazeji pfi polovi¢ni saturaci (NH4),S0a, zatimco albumin
aZ pfi Uplném nasyceni roztoku. Frakcionaci etanolem za nizkych teplot dle Cohna se bilkoviny lidské
krevni plazmy daji rozdélit az do 5 frakci. Ve vSech téchto pfipadech jde o reverzibilni srazeni, tedy po
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odstranéni precipitujiciho faktoru se proteiny opét rozpoustéji a jejich biologicka aktivita zistava
zachovana.

Chemikalie
Roztok vajec¢né bilkoviny (stejny jako pro ulohu 3)
Krystalicky chlorid sodny, s odmérkou

Etanol
Kyselina octovd fedénd 12 g7t (ze zakladni sady) @
Hydroxid sodny 2 mol-I"! (ze zakladni sady)

Srazeni proteind alkoholem

Provedeni
K 1-2 ml vajecné bilkoviny ve zkumavce pridejte nékolik krystalkl chloridu sodného a protrepejte.

Nasledné pridejte asi 0,5 ml etanolu@. Bé&hem nékolika minut se protein vysrazi.

Srazeni vajecného proteinu chloridem sodnym a jeho opétné
rozpusténi

Provedeni

K asi 2 ml vajecné bilkoviny ve zkumavce pridejte tfi odmérky chloridu sodného a 5 kapek zfedéné

kyseliny octové@ a protrepejte. Objevi se bild srazenina proteinu.

V dalsim kroku se pokuste dokdzat, Ze precipitace proteinu je reversibilni: ptidejte asi 2 ml
deionizované vody ze stficky a nékolik kapek hydroxidu sodného . Uzaviete parafilmem, dikladné
protiepejte a pockejte, az vyprchaji bubliny a opadne péna. Je nyni roztok vaje¢né bilkoviny opét
ciry?

Uloha 5 - Srazeni proteinll spojené s denaturaci

RUznd chemicka cCinidla stejné jako fyzikalni faktory (vysoka teplota) mohou narusit konformaci
proteinud. Vedlejsi vazebné interakce, které drzi pohromadé sekundarni, terciarni, pripadné kvartérni
strukturu bilkoviny, jsou poruseny, zatimco mnohem pevnéjsi peptidové vazby (a tedy primarni
struktura proteinu) zGstdvaji zachovany. Tomuto procesu fikdme denaturace a ve vétsiné pripad( je
nevratny. Biologicka aktivita proteinu je zavisla na jeho nativni konformaci a s denaturaci mizi.
Denaturace je zpravidla (ale ne vidy) doprovazena i zménou rozpustnosti proteinu, tedy jeho
precipitaci.

Chemikalie

Roztok vajecné bilkoviny (stejny jako pro ulohu 3)
Dusi¢nan olovnaty 5 g™ @

Siran médnaty 70 g-I™! (ze zakladni sady) @
Koncentrovana kyselina dusi¢na
Kyselina trichloroctové 30 g2 @

Kyselina sulfosalicylova (2-hydroxy-5-sulfobenzoovd) 200 g™ @
Kyselina octova 12 g-I"? (ze zékladni sady) @
Kyselina octovd 100 g-I™* &
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Srazeni solemi tézkych kovl

lonty tézkych kovl (olovo, méd, stfibro, rtut) s proteiny reaguji za vzniku komplexnich soli a jiz

v malém mnozstvi vedou k jejich denaturaci a precipitaci. Pfebytek tézkého kovu bilkoviné propujci
naboj a precipitat se miZe znovu rozpustit, protein ale zlstava denaturovany. Vazba tézkych kov(l na
bilkoviny je divodem, pro¢ mohou bilkoviny pfi otravach tézkymi kovy plsobit jako antidota
(napfiklad mléko pfi otravach chloridem rtutnatym — sublimatem).

Provedeni
Do dvou zkumavek odlijte po asi 1 ml roztoku vajecné bilkoviny. Do prvni zkumavky pfidejte 1 kapku

dusi¢nanu olovnatého @, do druhé 1 kapku siranu médnatého @ Pozorujte, zdali se
proteiny srazeji.

Pridanim nadbytku soli tézkych kovl zkuste precipitované bilkoviny zase rozpustit.

Srazeni mineralnimi kyselinami

Koncentrované mineralni (anorganické) kyseliny proteiny denaturuji a precipituji, protoze je
dehydratuji a tvofi s nimi nerozpustné soli. Precipitace protein( kyselinou dusi¢nou se dfive pouzivala
jako test na bilkovinu v moci (Hellerova zkouska).

Provedeni:

1 ml koncentrované kyseliny dusi¢né ve zkumavce se opatrné (kapatkem, po sténé
zkumavky) prevrstvi roztokem vajecné bilkoviny tak, aby se oba roztoky nesmisily. Srazeni proteind se
projevi jako bily prstenec na rozhrani obou roztokd.

Srazeni organickymi kyselinami

Ucinek organickych kyselin na bilkoviny je analogicky plisobeni kyselin minerélnich. V klinické
biochemii se kyselina trichloroctova pouziva k deproteinaci séra pred analyzami, kde by proteiny
rusily. Kyselina sulfosalicylova je klasické cCinidlo pro prikaz bilkoviny v moci.

Provedeni:
Do dvou zkumavek dejte po 1-2 ml vajecné bilkoviny. Do prvni zkumavky pfidejte nékolik kapek

kyseliny trichloroctové @ a do druhé nékolik kapek kyseliny sulfosalicylové @ Pozorujte,
zdali se proteiny srazeji.

Srazeni bilkovin vysokou teplotou (varem)

Ackoliv zname i extremofilni bakterie prospivajici v hlubokomorskych pramenech pfi teplotach nad
100 °C, obecné plati, Ze vétsina béZnych protein(i za vyssich teplot snadno podléha denaturaci.

V odolnosti jednotlivych proteind k vyssim teplotam jsou znacné rozdily — zatimco nékteré ztraceji
denaturace nasledovéana precipitaci — srovnejte napriklad vysledek vareni vejce a mléka. Bude-li se
protein denaturovany varem srazet nebo ne, zalezi na fadé faktord, mimo jiné na koncentraci soli a
pH roztoku. Obecné ¢im je pH blize k isoelektrickému bodu daného proteinu, tim snadnéji bude
protein precipitovat.

18



Bilkoviny

Provedeni:

1.
2.

Odlijte asi 2 ml roztoku vajec¢né bilkoviny a ve vodni lazni zahfejte k varu. Protein se srazi.
Do jiné zkumavky dejte 2 ml roztoku vajecné bilkoviny, pfidejte jednu kapku kyseliny

octové 12 g-I™* ® (ze zakladni sady) a opét zahtejte k varu. Srovnejte pribéh precipitace
s pfedchozi zkumavkou — slabé kyselé pH je blize isoelektrickému bodu vajecné bikoviny a
protein by se mél srazet rychleji.

Do tfeti zkumavky dejte opét 2 ml roztoku vajecné bilkoviny a tentokrat pridejte asi 0,5 ml
kyseliny octové 100 g-I™* @ Opét zahrejte k varu. Nyni je prostredi silné kyselé, da se
cekat, Ze protein i po denaturaci zlistane ionizovany a srazet se nebude.
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