Elektroforesa proteinii séra v 0,5% agarose
Nativni elektroforesa sérovych bilkovin v agarosovém gelu je stale jednim ze zakladnich vySetieni

v klinické biochemii a v tomto praktickém cviceni slouzi i jako obecny ptiklad elektroforetického déleni
proteind. Proteiny jsou v tomto uspotadani elektroforesy nativni (tedy nedenaturované), v alkalickém
pufru (pH 8,5-9) ziskavaji zaporny naboj a putuji od zaporné elektrody ke kladné. Nosi¢em je agarosovy
gel, jehoz pory jsou pomérng velké a pohyb molekul proteinti podstatné neomezuji, takze déleni proteinti
probiha podle jejich povrchové hustoty naboje. Bilkoviny lidského séra se takto rozdéli do n¢kolika
klasickych frakci: nejrychleji putuje albumin, za nim pak nasleduji globulinové frakce oznacené
postupné jako al, a2, f (zpravidla rozdélené na 1 a f2) a konecné y globuliny.
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Typicky vysledek nativni elektroforesy bilkovin fyziologického lidského séra na agarose, véetné
densitometrického vyhodnoceni (sestaveno z obrazkih dostupnych na www.sebia.com).

Cely experiment sestava z né€kolika kroki:

Odlévani agarosového gelu: agarosa je polysacharid galaktan ziskdvany z moiskych fas. Pro
rozpusténi agarosy ve vode je tieba smés zahiivat az k varu, béhem chladnuti roztoku se rozpusténa
vlakna agarosy nekovalentné splétaji dohromady a vytvofi gel. Praci s agarosou usnadiiuje zajimavy
fenomén hystereze — teplota pii které se roztok stava gelem je vyrazn€ nizs$i nez teplota nutna
k rozpusténi gelu.

Sérum, které chceme délit se fedi 10x, zarovei se k nému pridava glycerol pro zvySeni hustoty, coz
usnadiiuje aplikaci vzorku, a bromfenolova modf, coz je anionické barvivo, které putuje pfi
elektroforese pted proteiny a s jeji pomoci se postup elektroforesy zviditeliuje.

Aplikace vzorkti séra do jamek v agarose pod hladinu elektroforetického pufru a vlastni
elektroforetické déleni.

Fixace ve smési metanolu a kyseliny octové denaturuje bilkovinné molekuly a zabrani difusi
proteinovych frakei po elektroforese.

Barveni: proteinové frakce v gelu se zviditelni pomoci vhodného organického barviva, které se na
proteiny nekovalentné vaze. Nejcast&ji se pouziva Coommassie Brilliant Blue anebo (jako v naSem
experimentu) amidocerii.

Odbarveni: odmyje se piebytek barviva z gelu k ziskani bezbarvého pozadi, na kterém jsou prouzky
obarvenych proteinti dobie vidét.

Vyhodnoceni vysledného elektroforeogramu mize byt bud vizualni (kvalitativni) anebo téz
densitometrické (kvantitativni). V naSem pokuse budeme vysledek hodnotit pouze vizualné. Pokud
se ale tato elektroforesa provadi v klinické biochemii, intenzita ziskanych proteinovych frakci se



méfi pomoci densitometru. Jde v podstatné o fotometrii, pfistroj kontinualné prométi absorbanci
v draze vzorku. Plocha pod vrcholy densitometrické kiivky je umérnd mnozstvi proteini
V jednotlivych frakcich (viz obr. vyse).

Reverzibilni srazeni proteint

Zastoupeni polarnich aminokyselinovych zbytkli v primarni struktufe bilkoviny urCuje jeji
rozpustnost ve vodé. Neékteré proteiny jsou ve vode rozpustné vyborné (napt. albumin), jiné viibec (napf.
kolagen). U bilkovin, které v zasadé ve vodé€ rozpustné jsou, je stabilita vodného roztoku zavisla na
intenzit€¢ povrchového naboje proteinu. Ten mimo jiné zavisi na pH. V izoelektrickém bodu se
povrchovy naboj ztraci a rozpustnost proteind pfi tomto pH je nejmensi (podrobnéji o naboji proteinti a
izoelektrickém bodu v samostatné stati o elektroforéze).

Vyssi koncentrace anorganickych soli (hlavné amonnych, alkalickych kovii a kovii alkalickych
zemin) vedou k vysrazeni bilkovin zroztoku. Vysvétluje se to jednak tim, Zze anorganické ionty
neutralizuji povrchovy naboj proteinu, jednak tim, Ze soli soutéZi s bilkovinou o molekuly rozpoustédla
a odnimaji bilkovindm hydrata¢ni plast, nutny pro jejich udrzeni v roztoku. Obdobné etanol
Vv pfitomnosti malého mnozstvi soli proteiny srazi, protoze je dehydratuje a zaroven sniZuje
dielektrickou konstantu prosttedi (dip6ly se vice pfitahuji). Etanol mize ale proteiny i denaturovat (viz
dale) a k vylouceni tohoto vlivu je tfeba snizit teplotu pod 0 °C.

Protoze bilkoviny se i1 v nachylnosti k precipitaci solemi, zménami pH ¢i alkoholem, 1ze vhodnou
kombinaci téchto vlivli smés proteinti rozdélit na vice frakci. Klasickym ptikladem je frakcionace
bilkovin séra siranem amonnym: globuliny se srazeji pii polovi¢ni saturaci (NH4)2SOs, zatimco albumin
az pii uplném nasyceni roztoku. Frakcionaci etanolem za nizkych teplot dle Cohna se bilkoviny lidské
krevni plazmy daji rozd€lit az do 5 frakci. Ve vSech téchto pripadech jde o reverzibilni srazeni, tedy po
odstranéni precipitujiciho faktoru se proteiny opét rozpoustéji a jejich biologicka aktivita zlstava
zachovéana.

SraZeni proteint spojené s denaturaci

Rizna chemicka Cinidla stejné jako fyzikalni faktory (vysoka teplota) mohou narusit konformaci
proteint. VedlejSi vazebné interakce, které drzi pohromadé sekundarni, terciarni, ptipadné kvartérni
strukturu bilkoviny, jsou poruseny, zatimco mnohem pevngjsi peptidové vazby (a tedy primarni
struktura proteinu) zdstavaji zachovany. Tomuto procesu fikame denaturace a ve vétSiné pripadd je
nevratny. Biologickd aktivita proteinu je zavisld na jeho nativni konformaci a s denaturaci mizi.
Denaturace je zpravidla (ale ne vzdy) doprovazena i zménou rozpustnosti proteinu, tedy jeho precipitaci.

SraZeni solemi téZkych kovii

lonty tézkych kovii (olovo, méd, sttibro, rtut’) s proteiny reaguji za vzniku komplexnich soli a jiz
v malém mnoZstvi vedou k jejich denaturaci a precipitaci. Piebytek t€Zzkého kovu bilkoving proptjci
naboj a precipitat se miize znovu rozpustit, protein ale ziistava denaturovany. Vazba tézkych kovi na
bilkoviny je divodem, pro¢ mohou bilkoviny pfi otravach tézkymi kovy puisobit jako antidota (naptiklad
mléko pfi otravach chloridem rtutnatym — sublimatem).

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

SrdZeni organickymi kyselinami

Utinek organickych kyselin na bilkoviny je analogicky ptisobeni kyselin mineralnich. V klinické
biochemii se kyselina trichloroctova pouziva k deproteinaci séra pied analyzami, kde by proteiny rusily.
Kyselina sulfosalicylova je klasické ¢inidlo pro pritkaz bilkoviny v moci.



Srazeni bilkovin vysokou teplotou (varem)

Ackoliv zndme i extremofilni bakterie prospivajici v hlubokomotskych pramenech pfi teplotach
nad 100 °C, obecné plati, Ze vétSina béznych proteind za vyssich teplot snadno podléhd denaturaci.
V odolnosti jednotlivych proteint k vys§im teplotam jsou znacné rozdily — zatimco néekteré ztraceji
denaturace nasledovana precipitaci — srovnejte naptiklad vysledek vafeni vejce a mléka. Bude-li se
protein denaturovany varem srazet nebo ne, zalezi na fadé faktorti, mimo jiné na koncentraci soli a pH
roztoku. Obecn¢ ¢im je pH blize k isoelektrickému bodu dané¢ho proteinu, tim snadnéji bude protein
precipitovat.



