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Anotace

Prvni Cast této bakalaiské prace se zabyva obecnym popisem proteint, jejich strukturou
a funkci. Ve druhé casti prace jsou blize popsany nékteré vyznamné proteiny a moznosti
jejich stanoveni v riznych biologickych materialech. Jsou zde popsany principy a postupy
spektrofotometrickych, elektrochemickych i imunochemickych metod, které se k analyze

proteind vyuzivaji. Zavér prace se zaobirda metodami strukturni analyzy bilkovin.

Kli¢ova slova

Bilkoviny, celkova bilkovina, strukturni analyza, plazmatické bilkoviny, bilkoviny akutni faze

Annotation

The first part of this bachelor thesis deals with a general description of proteins, their structure
and function. In the second part of the thesis some important proteins and the possibilities
of their determination in various biological materials are described in more detail.
The principles and procedures of spectrophotometric, electrochemical, and immunochemical
methods used for protein analysis are described. The conclusion of the thesis deals with
methods of structural analysis of proteins.

Keywords

Protein, total protein, structural analysis, plasma proteins, acute phase proteins
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Uvod

Proteiny neboli bilkoviny jsou organické makromolekuly, které se skladaji z jednoho nebo
vice polypeptidovych fetézct. Bilkoviny jsou zakladnim stavebnim kamenem lidského téla.
Maji pro nds mnoho rtznych nepostradatelnych funkci. Jsou soucasti nékolika vyznamnych
skupin latek jako jsou napiiklad enzymy, hormony, transportni latky nebo latky zajistujici

imunitu. V bunkach se bilkoviny ucastni prakticky v§ech procest.

Proteiny vznikaji v procesu zvaném proteosyntéza. Cely proces probiha ve dvou fazich. Prvni
faze (transkripce) probihd vjadfe a =zajiStuje piepis genetické informace z DNA
do mediatorové RNA (mRNA). V mRNA jsou nukleotidy sefazeny do trojic, kterym fikame
kodony. Kazdy kodon koduje jednu proteinogenni aminokyselinu. Po kompletnim pfepisu
genetické informace do mRNA se celd molekula mRNA odpoji a putuje na ribozom, kde
nastava druha faze proteosyntézy. Ve druhé fazi (translace) dochazi k piekladu genetické
informace z mRNA do proteinu. Ribozom pieéte vlakno mRNA a kazdému kodonu piitadi
prislusnou aminokyselinu, kterou doda transferovda RNA (tRNA). Tim dochazi k syntéze

proteinu.

Z klinického hlediska jsou pro nas proteiny dulezitym ukazatelem fungovani organismu. Jsou

pomocnikem pfi diagnostice onemocnéni a nasledné ukazatelem uspéSnosti lécby.

Cilem této bakalaiské prace je zjednodusit a sjednotit informace spojené s bilkovinami, jejich
funkci, stavbou a sloZzenim. Daéle bych chtéla shrnout, jaké moznosti stanoveni proteind

existuji, a které se vyuZzivaji v klinické praxi.
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1 Proteiny

Jak uz bylo feceno v ivodu, bilkoviny maji v organismu mnoho nenahraditelnych funkci.
Jejich velmi vyznamnou funkci je funkce strukturni. Proteiny se podileji na vystavbé bunck
i celych organismi. Dale se proteiny ucastni katalytickych (enzymy) i naopak regulacnich
pochodi (hormony). Bilkoviny plni Vv organismu i funkci transportért latek, prikladem je
napiiklad hemoglobin. Neméné diilezitou roli hraji i v obrané organismu pied cizorodymi

latkami. [1, 2]

Podle chemického uspofaddni miZeme bilkoviny rozdélit na jednoduché a sloZené. Slozené
bilkoviny jsou obohaceny o nepeptidové slozky. Podle charakteru téchto slozek rozeznavame
napiiklad glykoproteiny, které kromé bilkovinné slozky navic obsahuji sacharidovou slozku.
Dale sem mizeme zatfadit fosfoproteiny, které jsou obohaceny o zbytek kyseliny fosfore¢né,

metaloproteiny s obsahem kovt nebo napiiklad lipoproteiny obohacené o lipidy. [1, 2]
1.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny (AMK) jsou molekuly obsahujici karboxylovou (—COOH) a aminovou
(-NH2) funk¢éni skupinu. Jedna se o =zakladni stavebni jednotky bilkovin. Bézné
se v proteinech vyskytuje dvacet aminokyselin, které oznacujeme jako proteinogenni.
Pro jejich pojmenovani se vyuZivaji trividlni ndzvy a jejich zapis zjednoduSujeme vyuzitim
ttipismenovych zkratek nebo jednopismenovym symbolem. Proteinogenni aminokyseliny
(kromé glycinu) obsahuji chirdlni uhlik v a pozici. Vzhledem k tomu Ze se jednd o chiralni
molekuly, mohou se vyskytovat ve dvou stereoizomerech, které se odliSuji prostorovou
orientaci skupin pfipojenych na o atom uhliku. Podle toho se poté aminokyseliny oznacuji
jako pravotocivé (D) a levotocivé (L) (viz Obrazek 1). V bilkovinach se ale vyskytuji pouze
levotocivé konfigurace. Aminokyseliny se mohou v zavislosti na pH prostiedi chovat jako
slabé kyseliny nebo zasady. Obsahuji kyselé¢ i1 bazické skupiny, mohou byt tedy darcem
I pfijemcem protont. Diky tomu jsou zafazovany do latek s amfoterni povahou (amfolyty).
Za urcitych podminek mohou vytvéiet obojetné ionty (amfiony). Hodnotu pH prostiedi, kdy
se aminokyselina nachéazi v podobé amfionu, nazyvame izoelektricky bod (pI). V tomto bod¢

se amfion nepohybuje ve stejnosmérném elektrickém poli. [1, 3, 4]
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O O
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o g R O
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Obrazek 1 Pravotociva a levotociva konfigurace AMK [obrazek byl vytvofen pomoci
programu ChemSketch]
Proteinogenni aminokyseliny délime do ctyf skupin. Prvni skupinou jsou nepolarni
aminokyseliny. Tato skupina aminokyselin je nejpocetnéjsi a fadi se mezi né glycin, alanin,
valin, leucin, izoleucin, prolin, fenylalanin, methionin a tryptofan. Druhou skupinou jsou
polarni aminokyseliny. Do této skupiny fadime tyrosin, serin, threonin, cystein, asparagin
a glutamin. Do tieti skupiny fadime pouze dvé aminokyseliny, a to kyselinu glutamovou
(glutamat) a kyselinu asparagovou (aspartat). Jedna se o kyselé aminokyseliny, které maji
V postrannim fetézci na poslednim uhliku dal$i karboxylovou skupinu. Posledni skupinou jsou
bazické aminokyseliny. Do této skupiny fadime lysin, arginin a histidin. Tyto aminokyseliny
obsahuji v postrannim fetézci bazickou skupinu. Pfehled vSech proteinogennich aminokyselin

spolu s jejich zkratkami a strukturnimi vzorci je v Tabulce 1. [1]

Selenocystein (Sec, U) je oznaCovan za 21. proteinogenni aminokyselinu. Je nezbytnou
slozkou nékterych dilezitych enzymi (napt. glutathionoxiddza). M4 podobnou strukturu jako
cystein, kde byla sira v thiolové skupiné nahrazena selenem. Selen patii mezi stopové prvky.
Ma antioxidacni u¢inky a zlepSuje imunitu. MZe byt pro organismus toxicky pfi davkach
vétSich nez 1 mg/den. Jako 22. proteinogenni aminokyselinou je oznacovan
pyrrolysin (Pyl, O). Obé aminokyseliny jsou kodovany stop kodony. To je mozné kvuli
specialné modifikované tRNA. [5-7]
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Tabulka 1 Piehled vSech proteinogennich aminokyselin

. Strukturni Zkratka
Nazev
vzorec Tripismenna | Jednopismenna
Glycin 4 Gl G
y HN—CH,—C, y
OH
Vi
Alanin H,N—CH—C Ala A
| \
CH, OH
HaN—CH—C
Valin z \ Val Vv
OH
HaC—CH—CHs
(0]
. HaN—CH—C
Leucin 2 \ Leu L
?Hz OH
HaC—CH—CH3
O
4
HN—CH—C_
Izoleucin HLCH;’” lle I
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CHs
O§C/OH
i |
Prolin &H Pro P
-
0O
4
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Fenylalanin | ou Phe F
: _CH
(0]
/
o HoN—CH—C
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H,C—S—CH3
(o]
HszcH—c/\/
‘ OH
Tryptofan Trp W

kyseliny

armnl amino

r

r

Nepol
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Tabulka 1 Pi‘ehled vSech proteinogennich aminokyselin (pokrac¢ovani)

Nézev Strukturni Zkratka
vzorec Tripismenna | Jednopismenna >
H;N—?H—C/\/ :
OH
Tyrosin i Tyr Y ap—
- >
P 75
Serin HaN—CH—C, Ser S >§
OH
H,C—OH x
? ()
HN—CH—C :
i OH
Threonin " Thr T o
=
7 <
Cystein HN—CH—C Cys C
no_sy O N
o
5 =
HQN_?H_C/:/ h
Asparagin GHz  OH Asn N o
e P
2
7 =
HaN—CH—C_
- Hz OH
Glutamin L Gln Q m
ey
0 =
Kyselina H2N_CH_CJ\/ =
Y A HO C‘)H OH Asp D Y] ﬁ
asparagova ~o Ot = @
| 3 g
. HN*CH*C//0 g ¢
Kysel I na’ ‘ éHz \OH G I u E -E
glutamova HO_ G, E
i =
Q
o
HZNfCIIHfC// >
Lysin i oM Lys K .E
CH o
HZN—CHZ ﬁ (<P
g 4
H,N—CH—C -2 E
- CH
Arginin g:ﬁ oH Arg R N
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HzN—Ei“,H—C{:’ E
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Aminokyseliny miizeme nejcastéji stanovovat reakci s ninhydridem (2,2-dihydroxyindan-1,3-
dion, viz Obrazek 2). Vznika tmav¢ fialovy produkt, ktery lze spektrofotometricky proméfit
pii vlnové délce 570 nm. Vyjimkou je stanoveni prolinu a hydroxyprolinu, kdy tyto AMK

reaguji s ninhydridem za vzniku zlutého produktu s jinou strukturou. [1]

0 o i
\ OH ! OH ] 7 H\ co.
Ho + HzN*CH*C< + - N + S=° * ’
= OH O
HO | o) \ W R
O/ R o 00

ninhydrin ~ aminokyselina  ninhydrin fialovy komplex

Obrazek 2 Reakéni schéma reakce ninhydridu s aminokyselinou [obrazek byl vytvoien pomoci
programu ChemsSketch]

Dalsi moznosti stanoveni je Sangerova reakce (viz Obrazek 3). Vyuziva se 1-fluoro-2,4-
dinitrobenzen (Sangerovo ¢inido). Ten reaguje svolnou aminoskupinou za vzniku

dinitrofenyl-derivatu, ktery je zluté zbarveny, proto ho mizeme spektrofotometricky stanovit.

[1]

o)
Toq W
NZ_ o) o
° / —_— N+ H+
Ho;N—CH—C N NH + HCl +
+ 2 I
| \QH © Hc‘:
+ R O
o _N S RN T%
I8
Sangerovo ¢inidlo aminokyselina dinitrofenyl—derivat

Obrazek 3 Reakéni schéma reakce Sangerova ¢inidla s aminokyselinou [obrazek byl vytvoren
pomoci programu ChemSketch]

1.1.1 Poruchy metabolismu aminokyselin

V metabolismu aminokyselin se mohou vyskytnou poruchy, které zptisobuji celou fadu
vrozenych onemocnéni. N¢které z nich jsou podrobnéji popsany nize. Jejich diagnostika se

provadi novorozeneckym screeningem.

Fenylketonurie

Fenylketonurie (PKU) je vzacné autozomalné recesivni onemocnéni zpisobené v dusledku
mutace v enzymu fenylalaninhydroxylaza (PAH). Tento enzym normalné katalyzuje pieménu
fenylalaninu na tyrosin. V piipadé fenylketonurie dochazi ke sniZeni aktivity tohoto enzymu

nebo Kk jeho tplné absenci. Dochazi tedy k hromadéni fenylalaninu v organismu a ke snizeni
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hladiny tyrosinu. Fenylalanin se ukladd zejména v mozku a zplsobuje jeho nendvratné
poskozeni. Nedostatek tyrosinu vede k nedostate¢né tvorbé neurotransmitertt jako je
adrenalin, noradrenalin nebo dopamin. Léc¢ba tohoto onemocnéni spo¢iva v dietnim omezeni.
Pacienti jsou odkazani ke konzumaci potravin se snizenym obsahem bilkovin, zejména

fenylalaninu. [8]

Homocystinurie

MW

Homocystinurie (HCU) je vzacné autozomalné recesivni onemocnéni. Pfi¢inou tohoto
onemocnéni je deficit enzymu cystathionin B-syntaza (CBS), ktery katalyzuje pfeménu
aminokyseliny methionin na cystein. Pfi homocystinurii dochazi k akumulaci homocysteinu
a methioninu a ke snizeni hladiny cysteinu v krvi i moci. U pacientl s timto onemocnénim
dochazi k postizeni o¢i, cév, centralni nervové soustavy a rozvoji mentalni retardace. Lécba
spociva v podavani pyridoxinu (vitamin Bs). Pokud tato 1é¢ba neni dostate¢na, je doplnéna

o dietu s nizkym obsahem bilkovin, zejména methioninu. [9-11]
Leucindza

Leucindza neboli nemoc javorového sirupu (MSUD) je vrozené autozomalné recesivni
onemocnéni. Onemocnéni spo¢iva v poruse metabolismu vétvenych aminokyselin — leucinu,
izoleucinu a valinu. Je to zplsobeno deficitem dehydrogenaz pro vétvené aminokyseliny
(BCKD). Lécba pacientd spociva v dodrzovani striktni celozivotni diety se sniZzenym
obsahem bilkovin. Pfi zanedbani 1ééby se vétvené aminokyseliny hromadi v organismu
a zpusobuji silny zdpach moci po javorovém sirupu, u déti zptsobuje neurologické a vyvojové

opozdéni, zachvatovita onemocnéni, encefalopatie az smrt. [12, 13]
Novorozenecky screening

Jedna se o celoplo$né vyhledavani chorob v jejich Casném stadiu. Novorozenci se po narozeni
odebira vzorek kapilarni krve z paty. VySetfeni se provadi na specialni karti¢ce se Sesti
terciky. Do predtisténych tercik se obtiskne kapka krve tak, aby byl cely prostor terciku
zaplnény a aby byl filtracni papir viditeln€ prosdknuty z obou stran. Test se provadi v prvnich
48-72 hodinach zivota, aby doslo k co nejdiivéjsi diagnostice onemocnéni a vCasnému
zahdjeni 1écby. Dfive se testem dalo prokédzat 18 vrozenych onemocnéni. Od 1.1.2022 se
k doposud vysetfovanym chorobam piidala jesté spinalni svalova atrofie a tézka kombinovana

imunodeficience. [14, 15]
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1.2 Peptidy

Peptidy jsou latky organického ptivodu, které vznikaji spojenim dvou a vice aminokyselin.
Jednotlivé aminokyseliny jsou v peptidech spojeny peptidovou vazbou. Peptidova vazba
vznika mezi dvéma aminokyselinami, kdy jedna z nich poskytne do vazby svou karboxylovou
skupinu a ta druha aminoskupinu (viz Obrazek 4). Podle poétu spojenych aminokyselin,
délime peptidy na oligopeptidy (2-10 AMK) a polypeptidy (10-100 AMK). Pokud peptid
obsahuje vice nez 100 AMK, jedna se 0 protein. [1, 16]

O\
O \}
O HZN\ r -
HoN ) + CHC — ;C N\H OH
"CHC, 2 G, ) A
R OH HN—HC CH—C 2
N 4 N\
R R @)
aminokyselina 1 aminokyselina 2 vanikly dipeptid

Obrazek 4 Reak¢ni schéma vzniku peptidu. V ramecku je vyznacena nové vznikla peptidova
vazba. [obrazek byl vytvoien pomoci programu ChemSketch]

1.3 Struktura proteinu

U bilkovin je mozné rozlisit az 4 urovné struktury, a to primarni, sekundarni, terciarni
a kvartérni. Primarni struktura popisuje pfesny pocet a potadi aminokyselin v fetézci. Vychazi
z konkrétnich nukleotidi v DNA. Aminokyseliny jsou kodovany sekvenci tii nukleotidu.
Tento triplet se nazyva kodon. Jednotlivé aminokyseliny jsou v fetézci spojeny peptidovymi

vazbami. [1, 7]

Sekundarni struktura udava prostorové uspotfadani aminokyselin v fetézci, které jsou
stabilizovany vodikovymi vazbami. Toto uspofadani piidava proteinu nové vlastnosti
vV podobé pevnosti a pruznosti. Mizeme rozlisit dva typy sekundarni struktury — a-helix
a B-skladany list. [1, 7] Vice nez 30 % sekundarnich struktur tvoii konformace a-helix.
a-helix neboli pravoto€iva Sroubovice je stabilizovana vodikovymi vazbami, které spojuji
jednotliva patra §roubovice. Sroubovici tvoii bilkovinna kostra a zbytky aminokyselin smé&uji
ven. V proteinech se vyskytuji ohnuté helixy s riznymi stupni ohybu. Ohyb oslabuje silu
vodikovych vazeb, pokud je tedy ohyb moc velky, dojde k rozpadu molekuly. [1, 17]
U B-skladaného listu je peptidovy fetézec témeét linearni, ale postranni aminokyselinové

fetézce sméfuji nad a pod rovinu listu tak, aby si vzajemné neptekazely. [1, 2]

18



Terciarni struktura vystihuje celkovy tvar proteinu v trojrozmérném méfitku. Vysledna
konformace popisuje interakce mezi postrannimi fetézci. Podle usporadani se déli
na globularni a fibrilarni. Tercidlni uspofddani proteinu ovliviluje funkéni, fyzikalni

I chemické vlastnosti proteinu. [1, 7]

Kvartérni struktura piedstavuje tvar bilkoviny, ktera je vysledkem interakce vice
bilkovinnych podjednotek. Konformace je stabilizovana nekovalentnimi vazbami. Pti zniceni
sekundarnich, terciarnich a kvartérnich struktur, protein ztrati své typické vlastnosti. Tento
proces je oznaCovan jako denaturace. Denaturace mize byt zplsobena vlivem vysokych

teplot, silnych kyselin a zasad nebo ultrafialovym zafenim. [1, 7]
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2  Stanoveni proteini

2.1 Bilkoviny v moci

Moc je zdrojem mnoha informaci o pacientové zdravotnim stavu. Za norméalnich okolnosti se
do moce nedostavaji t¢éméf zadné bilkoviny. Fyziologicky se v ni vyskytuje pfevazné albumin

ve velmi malych koncentracich. [18, 19]

Proteinurie se v praxi d€li podle toho, zda se jedna o fyziologicky nebo patologicky stav.
Nadmérné vylu¢ovani proteinii do moce mize byt piiznakem mnoha zdravotnich komplikaci.
V nékterych pfipadech se ale mize jednat o fyziologicky stav. Fyziologicka proteinurie mize
byt zpisobena horeCkou, zvysenou fyzickou zatézi nebo z ortostatickych divodi. V téchto
ptipadech je proteinurie pouze piechodnd, neméla by se proto vyskytovat ve vzorcich
odebranych po zotaveni se z febrilnich stavli nebo po regeneraci po velké fyzické zatézi.
Patologicka proteinurie miize byt disledkem dvou hlavnich patofyziologickych mechanismil
nebo jejich kombinaci. Na zaklad¢ téchto mechanismi proteinurie mizeme jesté podrobng&ji
rozdelit na glomerularni, kdy je glomerularni membrana vice permeabilni, a na tubularni,
pti kterych dochazi ke zhorSené reabsorpci proteini o malé molekulové hmotnosti

Vv proximalnim tubulu. [18-20]

K vySetfovani se vyuzZiva vzorek prvni ranni moce. Odbér moci je pro pacienta neinvazivni.
Proteinurie se nejCastéji prokazuje pomoci testa¢nich diagnostickych prouzkii. Jedna se tedy
0 kvalitativni kalorimetrickou analyzu, ktera je zalozena na zmén¢ pH v prostfedi aniontovych
proteind (albumin, transferin), zatimco vétSina ostatnich proteini ma mnohem mensi afinitu
K protonu. Proto se limity detekce u riznych proteint zna¢né 1isi. Tato metoda je velmi citliva
I pro stanovovani mikroalbuminurie, pii které dochazi k vylucovani albuminu v mnozstvi
od 30 do 300 mg/24hod. Mikroalbuminurie muze byt znamkou mnoha zavaznych stavi
(diabetickd nefropatie, chronické onemocnéni ledvin). Pfi stanoveni proteinurii muize
dochézet ke zkreslovani vysledkii nékterymi vlivy. Vyrazné koncentrovand moc, krvaceni
(i menstruacni), alkalické pH moci nebo nekteré léky mohou falesné zvySovat vysledky.
Proteiny se mohou stanovovat i semikvantitativné. Pfitéto technice se vyuzivd poméru
koncentrace bilkoviny v moc¢i ku koncentraci kreatininu v moc¢i. Normalni hodnoty se

pohybuji do 20 mg/mmol. [18—20]
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2.2 Bilkoviny v Krvi

Krev je Cervend, vazka cirkulujici tekutina, ktera se skladd ze dvou slozek — krevni plazmy
a bunéénych elementd. Celkovy objem krve u ¢loveka je 4,56 litri. Mezi jeji hlavni funkce
patii transport plynl a zivin, udrzovani stalého vnitfniho prostiedi a ochrana pied vniknutim
cizorodych ¢astic do téla. Krev je nejcastéjsi biologicky materidl vyuzivany k laboratorni

diagnostice. Vyuziva se prave i ke stanovovani bilkovin. [2]

Sérum se ziskava po odbéru plné krve, kterd se necha srazit a poté se centrifuguje. Diky
centrifugaci se odstrani fibrinové sraZeniny, krevni buiiky a koagula¢ni faktory. Je dulezité
nechat krev dostateéné srazit (20—-30 minut), jinak muze dojit k hemolyze, coz muze vést
k chybnému vysledku. Zpracovani séra ma fadu nevyhod. Tou nejvyznamnéjsi je pravé
dlouhé c¢ekani na srazeni krve po odbéru. Kviili tomu se pii analyze vzorkli od pacient
pii akutnich stavech voli spiSe plazma. Dalsi nevyhodou pfi zpracovani séra je interference
fibrinu, ktery vznikd béhem srdZeni. Pfi zisku séra je mensi vytéZzek materidlu nez u plazmy,

coz muze byt v nékterych pfipadech také brano jako nedostatek. Naopak vyhodou je, ze

vétsina testll se provadi ze séra, které je oproti plazmé i stabilnéjsi. [21-23]
2.2.1 Plazmatické bilkoviny

Jsou to bilkoviny krevni plazmy. VétSinu z nich tvoii jatra a nasledné jsou produkovany
do krve. Mohou se stanovovat bud’ elektroforeticky, nebo imunochemickymi metodami. Lisi
se od sebe koncentraci, velikosti molekul a funkci. Na zakladé toho je délime do dvou skupin
na albumin a globuliny, ty se jeS$t€¢ mohou délit na a1, oz, B a y globuliny. Toto déleni

je nejlépe viditelné po elektroforetické separaci. [21, 24]
Albumin

Albumin je nejzastoupengjsi bilkovinou v séru (referen¢ni hodnoty: 35-55 g/l), predstavuje
vice nez polovinu vesSkerych plazmatickych proteini. Je syntetizovan jaternimi bunikami
bilirubin, hormony a dalsi latky nerozpustné ve vodé. Toho se vyuziva ve farmaceutickém
pramyslu, kde se tato funkce vyuziva k vazb¢ a transportu velkého mnozstvi 1ékt, naptiklad
penicilini. Dale se Vv téle vyuziva jako antioxidant. Nemén¢ dilezitou funkci je udrzovani

onkotického tlaku plazmy. [2, 21]
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Hypoalbuminémie je stav, kdy dochazi k poklesu hladiny albuminu pod fyziologické
hodnoty. Tento stav mize mit mnoho pti¢in jako naptiklad podvyzivu, t€Zké hepatopatie,

akutni zanéty, nadory. Fyziologicky je koncentrace albuminu snizena u t€hotnych Zen. [2]

Velmi vzacné se muze u pacientd vyskytovat i Uplna ztrata tvorby albuminu nebo je

produkovan v koncentracich do 2 g/I. Tento stav se nazyva analbuminémie. [21, 24, 25]

Jako jediny zplazmatickych bilkovin se stanovuje spektrofotometricky reakci
s bromkresolovou zeleni. Reakce je zalozena na vazbé¢ barviva na albumin a nasledné zméné

absorp¢niho maxima. [2]

Kromé albuminu se také v nékterych piipadech stanovuje prealbumin (transthyretin). Vznika
V jatrech a jeho hlavni funkci je transport hormont §titné zlazy. Prealbumin vytvaii komplex
s retinol vazajicim proteinem (RBP — retinol binding protein) a diky tomu brani ztratam

vitaminu A do mo¢i. [21]
Globuliny

Globuliny jsou skupina proteinli skladajici se z a1, a2, B a y frakce. Kazda z téchto frakei
se sklada z n¢kolika bilkovin, které maji odlisné vlastnosti. Vybrani zastupci bilkovin
z jednotlivych frakci, jejich zékladni funkce, referen¢ni hodnoty a patologické hodnoty jsou
podrobnéji shrnuty v Tabulce 2. [7]

Specifickym typem globulini jsou imunoglobuliny, které jsou soucasti y frakce. Jsou
produkovany plazmatickymi buitkami a jejich sekrece je povazovana za imunitni odpovéd’
organismu na cizorodé ¢astice nebo mikroorganismy. Imunoglobuliny se skladaji ze dvou
tézkych (H, heavy) a dvou lehkych fetézcu (L, light), které jsou spojeny disulfidovou vazbou.
Cela molekula tedy vypada jako pismeno Y. Vséru je 5 hlavnich tfid
imunoglobulinii: A, M, G, D a E. Na konci fetézcli jsou mista, které se nazyvaji variabilni
oblasti. Tyto oblasti jsou zodpovédné za specifickou vazbu na antigen a kazda
makromolekula ma toto misto odlisné. Lehké fetézce jsou jesté déleny na kappa (k) a lambda

(A). Tyto fetézce se znazoriuji imunofixaci. [2, 21]
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Tabulka 2 Shrnuti referen¢nich hodnot, funkci a patologickych hodnot vybranych globulinii

[2, 21]
Zéna Nézev Referencni Funkee ZvySené SniZené
meze koncentrace koncentrace
inhibitor akutni zanéty,
Antitrypsin 2-4 g/l proteolytickych fyziologicky | té€zké hepatopatie
" enzymu V téhotenstvi
! Kvseld porucha
glykgpro}tlein 0,55-1,2 g/l zatim neni znadma akutni stavy proteosyntezy
v jatrech
porucha
. B o . , proteosyntézy
Haptoglobin 1-2,8 g/l vaze hemoglobin akutni stavy v jatrech,
a novorozenci
2 Zindty Wilsonova
. transport médi, A choroba,
Ceruloplazmin 0,1-0,6 g/l Katalyzuje Fe?*>Fe® Vnadory, ’ Menkesiiy
téhotenstvi
syndrom
. nadbytek zeleza,
Transferin 2-4 g/l transport zeleza nesiostatek o e
zeleza alkoholismus
C-reaktivni 0-10 mg/I imunitni obrana akutni stavy | nevyskytuje se
B protein organismu
s netlive diseminovana
Fibrinogen 2,8-4,5 g/l srazeni krve Za;‘;vwe intravaskularni
y koagulopatie
neutralizace toxind ve
19G 8-18 g/l tkanich
ochrana sliznic ) )
IgA 0,994,549/ pied infekei fyziologicky
chronické U novorozenctu,
. Ly froticky
reakce na virovou zandty, ne Yo
. IgM 06-2501 | i\ akteridini infekei | autoimunitni | SYndrom, dédicné
choroby nebo ziskané
. poruchy
IgD neznama syntézy
Zgﬁﬁnﬁgﬁ JeJ'CIh komplex pi nadorovych
IgE S a’ergene.m onemocnéni
vyvola alergickou
reakci
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2.2.1.1 Elektroforéza bilkovin

Elektroforéza je analyticka separa¢ni technika zaloZena na rozdé€leni iontt v roztoku vlivem
pusobeni stejnosmérného elektrického proudu. Tato metoda je jednoducha, spolehliva a levna.
Z téchto dlivodi se v dneSni dobé elektroforetick¢é déleni bilkovin fadi mezi rutinné
provadéna vysSetfeni. Elektroforézu miizeme na zakladé uspotradani rozdélit na ne€kolik typa.

[26]

Zonalni elektroforéza (= elektroforéza na nosici)

Béhem zonalni elektroforézy jsou proteiny rozdélovany na zakladé velikosti jejich
povrchového naboje, velikosti molekuly a vlivu prostfedi. V tomto typu elektroforézy hraje
dialezitou roli stacionarni nosi¢ (nosné médium), na kterém separace probiha. NosicC je
porézni, hydrofilni latka, ktera je elektroforeticky inertni. Dfive se jako nosi¢e vyuzivaly
filtracni papiry. V soucasnosti se vyuzivaji spiSe agar6zové, acetatceluldzové nebo
polyakrylamidové gely, které s sebou pifindsi mnoho vyhod. Pouzivani agar6zovych gela
oproti filtranim papirim vyrazné urychlilo dobu separace. Dalsi vyhoda vyuzivani geld
spociva v jejich transparentnosti. Po ukonceni elektroforetické separace dochazi k fixaci
bilkovin na gel (nejcast&ji jejich denaturaci organickou latkou) a néslednému obarveni. Tim,
ze jsou gely prihledné, dochazi k lepSimu stanoveni intenzity zbarveni (koncentrace)
jednotlivych proteinovych frakei. Intenzita jejich zbarveni se stanovuje denzitometricky.
[27, 28]

V praxi se vyuziva mnoha modifikaci této metody. Jednou z nich je napiiklad SDS-PAGE
elektroforéza, pii které dochazi k blokaci naboje proteinu a k separaci pouze na zaklade
molekulovych ~ hmotnosti  analyzovanych  latek.  Dal§i  moZnosti  modifikace
je imunoelektroforéza. Tento typ probihda ve dvou krocich. V prvnim kroku se provadi
klasicka elektroforetickd separace bez fixace a obarveni vysledného gelu. Poté nasleduje
imunodifuze, pii které dochdzi k napipetovani antiséra do gelu vedle jednotlivych frakei

a po inkubaci se vytvorii precipitacni linie, ktera se nasledné zvyrazni obarvenim. [26, 29, 30]
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Kapilarni elektroforéza

V poslednich letech zaznamenava velky vzestup kapilarni elektroforéza (CE). DuleZitymi
parametry jsou pohyblivost a elektroosmoticky tok. Pohyblivost je dana velikosti naboje
a molekuly. Separace probiha v kapilarach, které maji vnitini pramér v oblasti 25-75 um
a na délku méti 30-100 cm. Vnitiek kapilary je z oxidu kiemicitého. Pied kazdou separaci je
kapilara naplnéna roztokem elektrolytu, ktery obvykle staci pro separaci malych molekul.
K separaci velkych molekul je vhodnd modifikace klasické kapilarni elektroforézy, kdy se
misto elektrolytu vyuziva gel, ktery ma trochu odlisSné vlastnosti oproti gelim, které se
vyuzivaji v zonalnich elektroforézach. Jedna se vétSinou o linearni polyakrylamid, dextran
nebo polyethylenglykol, které pii urcitych prahovych koncentracich vytvéieji docasnou

nestabilni pérovitou sit’. [26, 29, 31]

Vyhodou kapilarni elektroforézy oproti zondlni je prace v menSich objemech chemikalii.
Dalsim pozitivem je detekce pomoci UV. Signaly jednotlivych rozdélenych frakci jsou online

snimany piimo v kapilafe. Odpadne diky tomu krok fixace a barveni. [26]

2.2.1.2 Imunochemické metody

Koncentrace plazmatickych bilkovin lze méfit pomoci imunochemickych metod, které
vyuzivaji reakce bilkoviny se specifickou protilatkou. Pro vétSinu hlavnich plazmatickych
bilkovin lze pouzit metodu imunoturbidimetrie nebo imunonefelometrie. Pro stanoveni
Koncentrace bilkovin, které jsou ve vzorku pfitomné ve velmi nizkych koncentracich se

pouzivaji metody se zna¢enymi reaktanty (ELISA, RIA, IRMA). [2]

Imunoturbidimetrie a imunonefelometrie

Jedna se o zakalové metody, které jsou zaloZeny na interakci proteinu se specifickou
protilatkou. Jsou to optické metody, které se vyuZzivaji zejména pro analyzu plazmatickych
proteini, a to hlavné pro vSechny tfidy imunoglobulind. Pfi imunoturbidimetrii je
proméfovana intenzita svétla ve sméru jeho dopadu. Rozptyl zafeni ma za nasledek pokles
intenzity svétla. Oproti tomu pii imunonefelometrii je méfeno rozptylené zateni. Detektor se
tedy nachazi v thlu 0 az 90° ve sméru dopadajiciho svétla. Imunoturbidimetrie se vyuziva
spiSe pro analyzu koncentrovanéjSich roztokli. Imunonefelometrické meétfeni je tadovée

citlivejsi, proto je vhodné naptiklad pro stanoveni tiidy IgM protilatek. [26, 32]
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ELISA

Tato metoda je opét zaloZena na vysoce specifické reakci antigenu s protilatkou. Je navrzena
pro detekci latek, které se v organismu nachéazi ve velmi nizkych koncentracich (peptidy,
proteiny, protilatky, hormony a vitaminy). Ani u téchto latek neexistuje témét zaddné riziko
interference. Je to z divodu vysoké specifity proti protilatce nebo antigenu, ktery je vyvinuty
pifimo pro né. Je proto skoro nemozné, aby se protilatka navazala na jinou molekulu nez
vlastni antigen. Metoda probiha na destickach, které obsahuji 96 nebo 384 jamek. V kazdé
jamce musi byt imobilizovan jeden reaktant (bud’ antigen nebo protilatka). Reaktant se
na desticku muze navéazat bud’ ptfimou adsorpci nebo nepiimo pomoci vazby na protilatku
nebo antigen. Diky imobilizaci reaktantu na desticku je snadné oddélit béhem testu vazané
analyty od nevadzanych. Na protilatku, kterd se nazyva detekcni, se navaze enzym (nejcastéji
alkalickd fosfatdza, kfenova peroxidaza, gluk6zooxiddza), ktery reaguje s navazanym
substratem za vzniku méfitelného barevného produktu. Detekce se provadi nejcasteji
spektrofotometricky pii 400—600 nm Vv zédvislosti na pouzitém substratu, detekci je mozné
provést i fluorimetricky nebo luminometricky. Reakce enzym-—substrat obvykle trva kolem
30-60 minut. Lze ji ale zastavit pfidavkem hydroxidu sodného, kyseliny chlorovodikové nebo
kyseliny sirové (tedy drastickou zménou pH). Béhem procesu je dulezité dodrzovat
promyvaci kroky, aby nedochazelo k nespecifickym interakcim. Lze rozeznat né€kolik typh

modifikaci této metody. [33, 34]

Piima ELISA je nejjednoduss$im typem metody ELISA. Na jamky v desti¢ce je navazany
antigen. Vaze se na ng enzymaticky znaCend specifickd protilatka, kterd je ndsledné
detekovana. Po inkubaci nasleduje promyti, které odstrani nenavazané protilatky z jamky.
Poté se do jamky piidd vhodny substrat. Enzym vazany na protilatku nasledné reaguje
S pfidanym substritem za vzniku méfitelné barevné zmény, ktera je detekovéna

(viz Obrazek 5). [33, 34]
Subsn at

)k\ %

A tigen Primarni protilatka

Obrazek 5 Schematické znazornéni primé ELISA
metody. Obrazek byl pieloZen a upraven. [34]
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Neprfima ELISA je velmi podobnd té piimé. Na jamky v desticce je navazany antigen.
Nejprve se aplikuje primarni (detekeni) protilatka, kterd ale neni znacend. V dalSim kroku je
pfidana jest¢ sekundarni protilatka, kterd uz je oznaCena enzymatickou znackou. Z toho
divodu je metoda oznacovana jako nepiimd. Nasledny proces je uz stejny jako v piimé
metod¢. Pridd se substrat, ktery reaguje senzymem vazanym na sekunddrni protilatce
za vzniku méfitelné barevné zmény, kterd je detekovana (viz Obrazek 6). Vyhodou neptimé
metody je vyssi citlivost reakce, protoze se na primarni protilatku maze vazat vice nez jedna
znacena sekundarni protilatka. Jako nevyhodu lze vnimat vétSi casovou narocnost, protoze

reakce oproti pfimé metod¢ obsahuje jednu inkubaéni dobu navic. [33, 34]
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/7 N\ Sekundarni protilatka

Aty n_. Primarni protilatka

Obrazek 6 Schematické znazornéni nepiimé ELISA
metody. Obrazek byl pieloZen a upraven. [34]

Sandwichova ELISA je dals$i moZné uspofadani metody ELISA. VyuZivaji se dvé protilatky,
kdy kazda je specifickd pro jinou ¢ast epitopu molekuly antigenu. Jedna protilatka je vazana
na jamku, nasledné se pfida vzorek, ktery obsahuje antigeny a desticka se nechd inkubovat.
Po navazani veskerych antigenti na primarni protilatku je dilezité jamku dikladné promyt,
aby se vSechny nenavadzané antigeny dostaly z jamky a nedosSlo tak ke vzniku nespecifickych
interakci. Poté se pfida enzymaticky znacena sekundarni protilatka a nasleduje opét inkubace
a promyvaci krok. V posledni f4zi dojde k reakci enzymu se substratem, kterd se projevi
barevnou zménou, ktera je detekovana. Tato ELISA je 2-5krat citlivéjsi nez ostatni
uspotfadani metody ELISA. Sandwichova se nazyva proto, ze antigen je ukotven mezi dvé
protilatky, coz pfipomina sandwich (viz Obrazek 7). [33, 34]
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Obrazek 7 Schematické znazornéni sandwichové ELISA
metody. Obrazek byl pieloZen a upraven. [34]

Kompetitivni ELISA je posledni vyznamna modifikace této metody. Na jamky v desticce je
navazany antigen. Protilatka je ptidana do vzorku jesté pted nanesenim na desticku a az poté
je smés vnesena do jamky, kde se po inkubaci desticka diikladné promyje. Poté je do jamky
pfiddna druhd enzymaticky znacena protilatka, kterd reaguje se substratem za vzniku barevné
zmény, ktera je detekovéna (viz Obrazek 8). Cim vice bude primarni protilatka vyvazana
antigenem, tim slabsi bude vysledny signal. [33, 34]

Substrat
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antigem )k\ )k
/4N

Obrazek 8 Schematické znazornéni kompetitivni
ELISA metody. Obrazek byl preloZen a upraven. [34]

Radioimunoanalyza a imunoradiometrie

Zakladem radioimunoanalyzy (RIA) je reakce specifické protilatky s neznacenym
a znacenym antigenem za vzniku imunokomplexu antigen-protilatka. Do reakce je pfidavano
piesné mnozstvi antigenu zna¢eného radioaktivnim izotopem 121, Reakce funguje na principu
soutéze mezi znacenym antigenem a antigenem, ktery se pfirozené vyskytuje v testovaném
vzorku o vazbu s protilatkou. Protoze je ve vzorku pouze omezené mnozstvi specifické
protilatky, neni vSechen antigen (at’ znafeny nebo neznaceny) vyvazan a ziistane volné
ve vzorku. Cim vice je pfirozend se vyskytujiciho antigenu piitomno ve vzorku, tim méné
znacen¢ho antigenu je schopno se vazat na protilatku. Po ukonceni vazebné interakce je

nezbytné oddélit volné a na protilatku vazané antigeny. K oddéleni obou forem je mozné
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vyuzit naptiklad centrifugaci. Komplex antigen-protilatka je hustsi nez volné antigeny, proto
odstfedéni umozni separaci smési. Dal$i moznosti separace volnych a vazanych antigent je
vyuziti adsorp¢nich materidll (iontoménice, silikagel), filtrace nebo denaturace proteint
organickymi rozpoustédly. Mé&ii se radioaktivita zna¢enych antigent. Z toho se poté vypocita

koncentrace pfirozené se vyskytujiciho se antigenu ve vzorku. [26, 28, 35]

Radioimunoanalyza se vyuziva i naptiklad ve forenzni, antropologické nebo archeologické
analyze. V roce 1980 profesor Lowenstein uvedl, ze nékteré proteiny (aloumin, kolagen) jsou
druhové specifické a lze je identifikovat proteinovou radioimunoanalyzou (pRIA). Tuto
analyzu Ize provadét i u vzorkl starych nékolik milioni let. V praxi se tato metoda vyuziva

spise k odliseni lidskych kosti od zvitecich. [36, 37]

Imunoradiometricka analyza (IRMA) funguje na podobném principu jako RIA. Rozdil je
ve znaéeni. U imunoradiometrie je radioizotopem ?°I zna¢end protilatka, ktera je do reakce
pfiddvana v nadbytku, proto se jedna 0 nekompetitivni metodu. Nevyhodou téchto metod je
vysokd cena, nestabilita radioizotopli a dnes jiz pfekonand citlivost. Dal§i vyznamnou

nevyhodou jsou rizika spojena s praci s radioaktivni latkou. [26, 28]

2.2.2 Bilkoviny akutni faze

Jedna se o specifické bilkoviny, jejichz koncentrace vyrazné¢ vzroste pii akutnim stavu
organismu (infekce, zanét, trauma). Tento stav v organismu hostitele spusti kaskadu riznych
reakci, které jsou souhrnné oznacovany jako reakce akutni faze (APR). Jednou z téchto
systémovych reakci na akutni stav je zvySeni produkce fady plazmatickych bilkovin, které se
obecné nazyvaji bilkoviny akutni faze (APP). Reakce akutni faze jsou spuStény hormony
oznacovanymi jako cytokiny. Ptikladem cytokini je naptiklad interleukin 6, interleukin 1
nebo interferony. Cytokiny jsou uvoliiovany z monocytti a makrofagli bunék zanétu v miste
infekce. Funguji jako poslové mezi lokalnim poranénim a hepatocyty, které nasledné zacnou
produkovat bilkoviny akutni faze. Nejvys$si koncentrace APP v séru je obvykle dosazeno
24-48 hodin po zahajeni syntézy. Nasleduje pokles koncentrace, ktery odpovida procesu
zotaveni organismu. APR je regulovana zpétnou vazbou, ktera vede k vyfeSeni akutni faze
béhem 4-7 dntli po prvotnim stimulu, v pfipad¢ Ze se neobjevi zadny dalsi stimul. Pokud se
dokola neustale opakuji dalsi a dal$i stimuly, mize APR pfejit v chronickou formu.
V takovém piipad¢ je nartist koncentrace APP niz$i nez béhem akutnich zanétlivych procest
nebo infekci. Na zdklad¢ koncentrace APP jsou déleny na negativni a pozitivni proteiny

akutni faze. Koncentrace negativnich APP pii akutnich stavech klesa, naopak koncentrace
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pozitivnich APP stoupa. Jatra prednostné syntetizuji proteiny, které napomohou ke zvladnuti
akutniho stavu. Mezi negativni APP patii naptiklad albumin nebo transferin. Naopak mezi

pozitivni APP patii C—reaktivni protein (CRP), haptoglobin nebo ceruloplazmin. [38]

2.3 Stanoveni celkové bilkoviny

Vysetfeni hladiny celkové bilkoviny ma v klinické diagnostice velky vyznam. Muzeme diky
témto stanovenim sledovat zdravotni stav pacienta nebo ndm vysledky mohou pomoc
pii urCovani diagnézy. Ztoho divodu se toto stanoveni fadi mezi rutinné provadeéna
laboratorni vySetifeni. Ke zpracovéani celkové bilkoviny se obvykle vyuzivd vzorek séra
a fyziologicka hladina se pohybuje vrozmezi 62-82 g/l. Zvysené hodnoty mohou znacit
dehydrataci pacienta. Naopak snizena koncentrace celkové bilkoviny miize poukazovat
na hyperhydrataci nebo podvyzivu pacienta. Fyziologicky muze byt koncentrace sniZena
Vv téhotenstvi. Chylozni nebo ikterické sérum milZe u nékterych metod zplsobovat
interference. Dals§i zmény v koncentraci celkové bilkoviny mohou znacit snizenou nebo

zvysenou hladinu jedné nebo vice konkrétnich bilkovin. [7, 21, 39]

2.3.1 Biuretova metoda

Biuretova metoda je nejpouzivangjsi metodou stanoveni koncentrace celkovych bilkovin
vséru. Nazyva se podle nejjednodussi latky, ktera dava pozitivni reakci — biuret
(viz Obrazek 9). Vznika kondenzaci dvou molekul mocoviny. Diky snadnému provedeni,
pfesnosti metody a malych interferencich je uznadna jako referen¢ni metoda. Stanoveni je
zaloZzeno na reakci méd’natych kationti s peptidovou vazbou za vzniku cervenofialového
komplexu, jehoZ intenzita je nasledné¢ spektrofotometricky prométfovana pii vinové délce
540 nm. Intenzita zbarveni je pfimo umérna pocétu peptidovych vazeb. Reakce probiha pouze
v silng€ alkalickém prostfedi. Méd’naté ionty a alkalizujici sloZka jsou do reakce dodavany
biuretovym c¢inidlem, které obsahuje siran méd’naty (CuSOs) jako zdroj médnatych iontd,
hydroxid sodny (NaOH) jako =zdroj alkalického prostiedi, vinan sodno-draselny
(KNaC4H40¢), ktery zabranuje vzniku hydroxidu méd’natého a jodid draselny (KI), ktery
brani autoredukci méd’natych iontd. Aby biuretové ¢inidlo reagovalo se stanovovanou latkou,
musi latka obsahovat alespoii dvé peptidové vazby. Aminokyseliny ani dipeptidy s ¢inidlem

tedy nereaguji. [2, 7, 39, 40]

Metoda ma urcitd omezeni. Je citlivd pouze pro latky s minimélnim obsahem 1 g/l bilkovin.

Z toho divodu neni vhodna pro stanoveni bilkovin v mo¢i nebo mozkomisnim moku, kde je
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koncentrace bilkovin niz$i. Zaroven chylozni, hemolytickd i ikterickd séra faleSné zvysSuji
hodnoty. Naopak falesné negativni koncentrace bilkovin vychézi v sérech, kde je zvySena

koncentrace amoniaku, protoze amonné kationty konkuruji médnatym. [2]

H,N NH NH,

Obrazek 9 Biuret [obrazek byl vytvoren pomoci programu ChemSketch]
2.3.2 Lowryho metoda

Tato metoda je velmi podobné biuretové metodé. Metoda probiha ve dvou krocich. V prvnim
kroku probéhne klasicka biuretova reakce. Ve druhém kroku je ke vzorku pfidano
Folin—Ciocalteauovo ¢inidlo, které obsahuje smés kyseliny fosfomolybdenové a kyseliny
fosfowolframové. Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo se redukuje v pfitomnosti tyrosinu a tryptofanu
za vzniku modrého komplexu, jehoz intenzita zbarveni se spektrofotometricky prométuje
pii 750 nm. Lowryho metoda je oproti biuretové metodé¢ citlivéjsi, bohuzel ale interferuje

s nékterymi latkami ve vzorku. [39, 41-44]

2.3.3 Kjeldahlova metoda

Je to analytickd metoda, ktera funguje na principu stanoveni dusiku v bilkovinach. V b&znych
klinickych laboratofich se tato metoda nevyuziva, protoze je naro¢na a pro rutinni stanoveni
zdlouhava. V této metod¢€ se nejprve stanovi celkovy dusik ve vzorku. Nasledné se bilkoviny
vysrazi kyselinou trichloroctovou a ze supernatantu jsou odebrany dusikaté latky
nebilkovinné povahy. Organicky dusik se pfevede pusobenim kyseliny sirové na siran
amonny. Do reakce se pfidava jeSté katalyzator (siran médnaty), ktery urychluje reakei.
Zaroven cela reakce probiha za velmi vysoké teploty (340—-360 °C). Tento proces se nazyva
mineralizace. Naslednou alkalizaci je ze siranu amonného uvolnén amoniak, ktery se poté

vydestiluje a jeho koncentrace se stanovi titraci. [7, 39, 45]

2.3.4 Metoda dle Bradfordové

Reakce funguje na principu nekovalentni vazby barviva Coomassie Brilliant Blue G-250

(viz Obrazek 10) na proteiny v kyselém prostiedi. Diky interakci dochazi ke vzniku modrého
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komplexu, jehoz intenzita zbarveni je pfimo Umérnd mnoZzstvi proteinu ve stanovovaném
vzorku. Vazba zpisobi posun absorpéniho maxima z 465 nm na 595 nm. Barevny komplex
vznikd do dvou minut po pfidani Coomassie Brilliant Blue G-250 ke vzorku a je stabilni
zhruba hodinu pfi pokojové teploté. Vyhodou metody dle Bradfordové je tedy rychlost

stanoveni a vysoka citlivost. [41, 44]
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Obrazek 11Coomassie Brilliant Blue G-250 [obrazek byl
vytvoien pomoci programu ChemSketch]

2.3.5 Pierce 660 nm

Tato metoda patfi k nov€jSim metodam stanovovani koncentrace bilkovin. Je to rychla
acitlivd metoda, kterd neni ruSena detergenty ani jinymi Cinidly. Funguje na principu
vazby prechodného kovu s komplexem polyhydroxybenzensulfonftaleinového barviva
Vv kyselém prostiedi. Tato vazba zplsobi posun absorpéniho maxima z 450 nm na 660 nm.
Samotné zabarveni komplexu barviva s kovem je Cervenohnédé. Po vazb& na bilkovinu
komplex zezelena. Takto zabarveny roztok vydrzi stabilni zhruba hodinu pti pokojové teplot¢.
Zména barvy komplexu je zplisobena deprotonaci barviva pifi nizkém pH, to usnadni
interakci mezi proteinem se kladné nabitymi aminokyselinami a zaporn¢ nabitym komplexem

barvivo-kov. [46]

2.3.6 BCA metoda

Princip metody spociva v reakci méd’natych iontli s peptidovymi vazbami analyzovanych

proteini. Nasledné dojde k alkalické redukci méd’natych iontd na méd’né, které poté reaguji
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s kyselinou  bicinchoninovou kyselinou (BCA) za vzniku fialového komplexu
(viz Obrazek 11), ktery je spektrofotometricky promérovan pii vinové délce 562 nm. Volna
BCA ma zelenou barvu. [41]

—OH

cu’ + 2 = N

HO —_—

Obrazek 11 Schematické znazornéni BCA metody [obrazek byl vytvoren pomoci programu
ChemSketch]

2.4  Stanoveni struktury bilkovin

2.4.1 Edmanovo odbouravani

Jedna se o metodu, ktera slouzi k sekvenovani aminokyselin v proteinu. Funguje na principu
postupného odstépovani jednotlivych aminokyselin z N-konce peptidu. Prvni aminokyselina
z N-konce peptidového fetézce reaguje s fenylisothiokyanatem (Edmanovo ¢inidlo; PITC)
za vzniku nestabilniho thiazolinu, ktery je nasledné pievadén na fenylthiohydantoinovy
derivat (PTH) v prostfedi bezkyslikaté¢ kyseliny, ktery muze byt nasledné identifikovan
napiiklad pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie nebo pomoci chromatografie
na tenké vrstvé (viz Obrazek 12). Protoze je zbyly peptid nedotéen, miize se postup opakovat
do té doby, nez bude osekvenovan cely peptid. Vzhledem k tomu, Ze stanovujeme piesné
potadi aminokyselin v fetézci, ur€ujeme tedy primarni strukturu peptidu. Doba analyzy jedné
aminokyseliny trva zhruba 40 minut. Reakci je komplikované provést, naptiklad pokud je

N-konec peptidu acetylovan. [41, 47-49]
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Obrazek 12 Schematické znazornéni Edmanova odbouravani [obrazek byl vytvoien
pomoci programu ChemSketch]

2.4.2 Rentgenova Kkrystalografie

Rentgenova krystalografie patfi mezi hlavni metody vyuZivané pro stanoveni molekularni
a krystalové struktury krystalickych materiala ptirodniho 1 syntetického ptivodu. Cilem této
metody je ziskat trojrozmérnou molekularni strukturu z krystalu. Ke stanoveni je tedy potieba
mit Cisty vzorek stanovované makromolekuly o vysoké koncentraci, ktery poskytne kvalitni
a homogenni krystal. Dilezita je i velikost vzniklého krystalu, kterd by méla byt minimalné
0,1 mm, aby krystal poskytl dostatecné velkou krystalovou mtizku, ktera je poté vystavena
rentgenovému paprsku. Vznik a charakter krystalll miiZzeme ovlivnit napiiklad volbou

precipitani latky, jeji koncentraci, hodnotou pH, teploty nebo pouZitou krystalizacni

vvvvv

Cilem rentgenové strukturni analyzy je ziskat kompletni krystalovou strukturu. Krystalova

struktura je periodicky se opakujici atomovy motiv v trojrozmérné usporadaném idealnim
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krystalu. Ke stanoveni krystalové struktury potfebujeme urCit atomové parametry (urcit
soufadnice a parametry teplotnich pohybli vSech atomu v bufice), miizkové parametry

a prostorovou grupu symetrie. [52]

Kuréeni krystalové struktury je nejprve potieba krystal ozafit monochromatickym
rentgenovym svazkem. Rentgenové paprsky mohou byt generovany bud’ ze zrychlujicich se
elektronti (synchrotronovy rentgenovy svazek) nebo z elektronli nardzejicich na médénou
anodu (generatory rentgenového zafeni). Pro proteinové struktury je lepS$i vyuzit prvni
moznost generovani rentgenovych svazkd. Vybudi totiz vice métitelnych difrakci a ziskané
soubory difrak¢nich dat jsou poté kvalitnéjsi. Jednotlivé paprsky musi poté byt soustied’ovany
stejnym smérem pomoci nastavitelnych Stérbin. Pouze zlomek energie vyvolané elektrony se
pfeméni na rentgenové zareni. Zbytek energie se rozptyli ve formé tepla. Krystaly mohou byt
poté piisobenim tohoto tepla nebo tvorbou volnych radikalti poskozeny, proto je v systému
pritomny jesté dusik, ktery cely systém ochlazuje. Primarni (dopadajici) rentgenovy svazek se
rozptyli na elektronech méteného krystalu a tim vznikd sekundéarni (difraktované) zateni.
Tento jev popisuje Braggova interpretace. Ta popisuje tento jev jako difrakeci priméarniho
svazku na rovinach, které l1ze prokladat krystalovou strukturou. Difrakéni roviny krystalu se
rozliSuji hodnotami Millerovych indext, kdy kazdé umisténi elektronu mtze byt definovano

ttemi indexy — h, k a I. [50, 52, 53]

Ke stanoveni vysledné atomové struktury lze vyuzit prolindni vln, které jsou rozptyleny
jednotlivymi atomy v krystalu. ProtoZe neexistuji ¢ocky, které by zvladly zaosttit rozptylené
rentgenové zateni, zajimaji nas intenzity rozptylenych vin (pro stanoveni pozic atomd a jejich
teplotnich parametrl) a jejich uhly (pro ur€eni rozmérli elementarni buniky). Intenzita je
v kazdém difraktovaném bodé€é urcena amplitudou difraktovanych vin a fdzovym rozdilem
vyjadfenym jako tthel mezi nimi. Amplitudy jsou vypocitany pomoci riznych pocitatovych
programu. Zaroven mohou difrakce systematicky vyhasinat. Z tohoto vyhasinani se nasledné
stanovi jiZ zminovana prostorovd grupa symetrie. Pro upfesnéni pozice atomu je potieba
vypocitat mapu distribuce elektronové hustoty asymetrické ¢asti elementarni burky.
Pro vypocet téchto map je kromé¢ intenzity difrakénich obrazct jesté potiteba znat fazové uhly
difraktovanych paprski. Tyto tdaje ale nelze ziskat z experimentu. Pro zji$téni spravného
neznalost hodnot fazi se nazyva fazovy problém. V proteinové krystalografii se vyuzivaji tfi
skupiny metod, které pomtzou blize urcit fazi. Prvni skupina metod nese souhrnny nazev

»metody molekulového nahrazeni“. Tyto metody jsou zaloZené na porovnavani Pattersonovy
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funkce (funkce meziatomovych vektortt). Druhou skupinou jsou experimentalni metody, kam
fadime napfiklad metodu vyuzivajici anomalni rozptyl, jehoz mira zavisi na velikosti atomu
a pouzité vlnové délce dopadajiciho rentgenového svazku. Do posledni skupiny patii piimé
metody Stanoveni fazi, které jsou zalozené na statistickych metodach. Bez ohledu na to, ktera
metoda pro feseni fazového problému byla pouzita, se vSechny metody potykaji s komplikaci,
ze fazové hodnoty jsou pouze odhady a maji tim padem vétsi nachylnost k chybovosti.
[52, 53]

Pivodni detektory difrakénich obrazcti byly filmové. V novéjSich dobach jsou rentgenové
difrakéni snimky zaznamenéavany na zobrazovaci desticky, ze kterych se po ptisobeni paprskii
odecte digitalizovany obraz. Tyto desticky jsou dnes jiz nahrazovany detektory s technologii
CCD (charged coupled device), kter¢ maji krat§i dobu cteni. To je vyhodou, protoze
pusobenim rentgenového zatreni dochazi k zahtivani a tvorbé volnych radikali, coz poskozuje

analyzované krystaly. Ke zpracovani potizenych dat se vyuzivaji po¢itacové programy. [50]

2.4.3 Nuklearni magneticka rezonance

Kazdy atom ma jadro slozené z protonli a neutroni, souhrnné je nazyvame jako nukleony.
Tyto elementarni Castice jsou neustale v rotaénim pohybu, ktery oznacujeme jako vnitini
moment hybnosti neboli spin. Moment hybnosti spinu je popsan kvantovym spinovym cislem
I a mize nabyvat celoc¢iselnych nebo poloc¢iselnych hodnot. VSechna jadra maji kladny naboj.

Diky kladnému naboji a rotaénimu pohybu kolem sebe protony vytvati magnetické pole. [41]

Nuklearni magnetickd rezonance (NMR) je tedy fyzikalné chemickd metoda zabyvajici se
interakci atomovych jader s magnetickym polem. Je dilezité zminit, Ze pro NMR stanoveni je
potieba, aby atomové jadro melo lichy pocet nukleont, tedy aby meélo nenulovy spin.
V opacném piipadé nelze atomova jadra pomoci NMR zobrazit. Proto se pro analyzu
vyuzivaji napiiklad jadra H, BC, N, °F a 3!P. Metoda spo¢iva v umisténi rotujiciho
atomového jadra do statického magnetického pole oznaCovaného jako Bo. Magnetickd pole
protont, ktera byla do této doby nahodné orientovana, se v tomto prostiedi budou nyni
orientovat bud’ paralelné¢ (ve smeéru) nebo antiparalelné (proti sméru) vuci statickému
magnetickému poli. VEtsi mnozstvi protonii bude podléhat paralelnimu uspotfadani, protozZe je
mén¢ energeticky naro¢né, tedy pro jadro vyhodnéjs$i. Zména orientace magnetickych poli
protonll je oznacovana jako precese jader. Frekvence tohoto pohybu je pro kazdy atom
charakteristicka a nazyva se Larmorova frekvence. V tomto momentu je do vzorku dodavana

energie ve formé radiofrekvencnich impulzt (ve frekvenci stejné jako Larmorova frekvence).
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Tato energie zajisti vyexcitovani atomovych jader do vysSich energetickych hladin. Tento jev
je znamy pod pojmem rezonance. Po skonceni pusobeni radiofrekvencnich impulzd se
atomova jadra vraceji zpatky do zdkladniho energetického stavu. Soucasné stim je
uvoliiovana energie ve form¢ elektromagnetické vinéni ve frekvenci, ktera je charakteristicka
pro kazdy atom. Vysledkem NMR analyzy jsou grafy, do kterych je zaznamenavan vysledny
uvoliovany signal. [41, 54, 55]

NMR piistroje méii energetické rozdily mezi spinovymi stavy. V soucasné dob¢ pristroje
udrzuji konstantni radiovou frekvenci a vyvolavaji malé¢ zmény v magnetickém poli, dokud
neni dosazeno bodu rezonance. Tento bod je diilezity pro zisk informaci o struktuie vzorku.
Zaroven je dilezité ziskat z méfeni informace o chemickych posuvech jader, které urcuji
spektralni polohu rezonance vzhledem ke standartnimu signalu, a o spin-spin interakci,
pti které dochdzi ke $tépeni NMR signélu interakcemi mezi sousednimi protony, coZ ndm

pomaha urcit polohu protonti. [41, 54, 55]

Diive byla tato analyza vyuZzivana pouze pro urceni struktur jednodussich a mensich molekul.
Grafy tedy stacilo uvadét pouze v jednorozmérném rozliSeni. S ptichodem nové pocitacové
napiiklad proteiny. Vysledna spektra téchto makromolekul v jednorozmérném rozliSeni ale
byla pteplnéna, piky se prekryvaly a nebylo mozné dostate¢né kvalitn€ urcit strukturu.
Z tohoto ditvodu se dnes vyuZziva dvou az ¢tyt rozmérnych rozliSeni, pti kterych jsou vysledné
piky rozloZeny do vice os, coz zlepSuje celkové rozliSeni. Takto vznikla spektra jsou nésledné
porovnavana s databazemi. Vyhodou NMR analyzy je, ze lze latky pozorovat v prostredi,
které je velmi podobné prostfedi zivé bunky. Dal§i vyhodou je, Ze lze analyzovat
I nekrystalizujici vzorky. Naopak nevyhodou je, Zze ke stanoveni je potieba mit vzorek

v pomérn¢ vysoké koncentraci. [41, 54, 55]

2.4.4 Kryoelektronova mikroskopie

Kryoelektronova mikroskopie je metoda slouZici k urovani struktury latek (napiiklad
proteintl) na atomarni urovni. Jednd se o modifikaci klasické elektronové mikroskopie.
Obecné jsou v elektronové mikroskopii jako zdrojem zatfeni elektrony emitované zdrojem
aurychlené napétim. Zdroj je umistén ve vysokém vakuu. Rozptylené elektrony jsou
po prichodu vzorkem zaostfeny elektromagnetickymi c¢ockami mikroskopu. Vyhoda
elektronového mikroskopu oproti klasickému svételnému spociva v lepsim rozliseni, coz je

dano moznosti sledovani v $ir§im spektru vinovych délek. [56—58]
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V priibéhu let analyzovani organickych makromolekul se ukazalo, ze vysoké davky elektronii
poskozuji vnitini struktury stanovovanych latek, coz je zplsobeno interakci elektronii
s organickou molekulou. Prvnim feSenim tohoto problému bylo snizeni elektronové davky,
coz se ukazalo jako neefektivni, protoze vysledné zaznamy vykazovaly velké mnozstvi
nezédoucich Sumii. DalS$im feSenim tohoto problému bylo vyuzivani takzvaného negativniho
barveni, které spociva v aplikaci barviva s obsahem tézkych kovii (molybdenan amonny,
octan uranylu) navzorek. Tento proces ucinné dehydratuje vzorek, ktery poté mize byt
skladovan pfti pokojové teploté. Tento zplisob uUpravy vzorku sebou nese fadu nevyhod.
Jednou z nich je ta, ze tézké kovy obklopuji molekuly vzorku a vytvafi tedy pouze obrys
stanovované molekuly. Informace o vnitini struktufe molekul jsou tedy nenavratné ztraceny.
Dalsi nevyhodou je postupné zplostovani analyzovanych objekti. To je zplsobeno
postupnym vysuSovanim vzorku. Ukdzalo se, ze idedlnim feSenim problému interakce
elektront s organickymi latkami je vyuziti kryoelektronové mikroskopie. V podstaté se jedna
0 zobrazovani struktur pomoci zmrazenych vzorki udrzovanych pfi teplotach kapalného

dusiku. [56-59]

Analyzovany vzorek je nejprve piecistén napiiklad pomoci SDS—PAGE nebo néjaké
chromatografické metody. Poté je aplikovan do otvorti na specidlni miiZzce. Otvory jsou
vyplnény uhlikatym nebo zlatym nosnym filmem. Piebytecny vzorek se odstrani filtra¢nim
papirem. Nasleduje proces vitrifikace, ktery spocivd v rychlém zmrazenim vzorku. Voda
ztuhne do skelného stavu bez toho, aby se vznikly led krystalizoval, coz by zpusobilo
naruSeni nativni bunééné architektury. Mfizka s nanesenym vzorkem se ponoti do kryogenu,
coz obvykle byva kapalny ethan. Vitrifikované miizky je nutné udrzovat pomoci chlazeni
kapalnym dusikem, takze sklovity led nemize rekrystalizovat. Zmrazené vzorky jsou poté
vysuSeny, fixovany zality do plastu a vytvrzeny do podoby bloku, ktery se pomoci
diamantového noZze nafeZe na mensi ¢asti, které jsou nasledné obarveny. Vzorek by mél byt
dostate¢né tenky (kolem 0,5 um), aby jim dopadajici elektronovy paprsek prosel. Nasleduje
sbér dat s vysokym rozliSenim, které se provadi na vykonném poloautomatickém analyzétoru.
V zésad¢ existuji dvé moznosti vyhodnocovdni nasbiranych dat. Prvni moZnosti je
kryoelektronova tomografie. Pfi vyhodnoceni je pofizovéana série snimkil. Kazdy snimek je
pofizen s jinym sklonem paprsku vzhledem ke sméru dopadajiciho elektronového paprsku.
Ziskané snimky jsou poté promitnuty do trojrozmérné struktury. Tato metoda vyhodnoceni se
pouziva zejména v bunécné biologii. Problémem tomografie byva ¢asto malé rozliSeni, které

nestaci pro popis molekuldrni struktury. Nicméné tento problém lze vyfesit. V piipad¢ Ze
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existuje vice kopii sledované struktury, je mozné zlepsit kone¢né rozliSeni zprimérovanim
vice tomograml. Velké vyuziti ma tomografie pfisledovani strukturnich studii virovych
povrchovych proteini, které Spatné krystalizuji. Jedna se naptiklad o obalové glykoproteiny
HIV, kdy znalost struktury napomaha objasnit mechanismy vstupu viru do buniky. Druhou
moznosti vyhodnoceni nasbiranych dat je jednoc¢asticova analyza. Pii této technice jsou data
z velkého poctu nasbiranych dvourozmérnych snimkt (obsahujici identické kopie)
kombinovéna tak, aby byla slozena trojrozmérna rekonstrukce stanovované latky. Pii analyze
jsou pomoci pocitatovych programli pofizeny snimky jednotlivych poli podle urcitych
charakteristik. Tyto snimky jsou ndsledné porovnavany s databazi. Kryoelektronova
mikroskopie vypliuje mezeru analyzy malych proteinovych soubori, které nelze studovat

pomoci NMR ani rentgenové krystalografie. [56—59]

Jednou z nejvyznamnéjsich databazi proteinovych trojrozmérnych struktur je Protein Data
Bank (PDB). PDB je americké datové centrum trojrozmérnych strukturnich dat pro biologické
makromolekuly, jako jsou proteiny a nukleové kyseliny. Znalost trojrozmérné struktury
biologické makromolekuly je zasadni pro pochopeni jeji role v organismu. Pro ptiklad jsem
Z této databaze vybrala molekulu hemoglobinu zobrazenou pomoci rentgenové krystalografie,

NMR a kryoelektronové mikroskopie (viz Obrazek 13). [60]

Rentgenovi krystalografie NMR Kryoelektronova mikroskopie

Obrazek 13 Priklad zobrazeni molekuly hemoglobinu pomoci rentgenové krystalografie, NMR a
kryoelektronové mikroskopie [60]

2.4.5 Cirkularni dichroismus

Rovinné polarizované svétlo je vytvoreno ze dvou kruhové polarizovanych slozek stejné
velikosti. Jedna z téchto slozek se otaci proti sméru hodinovych rucicek (levotociva slozka)

a druhé se otaéi ve sméru hodinovych ruciek (pravotociva slozka). Cirkularni dichroismus
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(CD) tedy funguje naprincipu rozdilné absorpce levotocivého a pravotocivého
polarizovaného zafeni. Rozdily v absorbancich jsou velmi malé (kolem 3x107%). Proto Ize
spektra hodnotit pouze kvalitativné. Aby latka mohla stacet rovinu polarizovaného svétla,
musi byt opticky aktivni (chirdlni). Za absorpci tohoto polarizovaného zafeni jsou
zodpovédné chromofory. Pokud pfiprichodu vzorkem levotoCiva a pravotoCiva slozka
neabsorbuji ve stejném rozsahu, tak vysledné zareni ma eliptickou polarizaci. V pfipadé, Ze
by ob¢ slozky pii prichodu vzorkem neabsorbovaly viibec nebo by absorbovaly ve stejném

rozsahu, zafeni by bylo polarizovano v ptivodni roving. [61-63]

Cirkularnim dichroismem lze o proteinu ziskat informace o jejich sekundéarni a tercidrni
struktufe, pfipadné o n¢jakych konformacnich zménach. Pii urcovani sekundarni struktury se
vyuziva ptitomnosti peptidovych vazeb, které funguji jako chromofory pfi absorbanci mensi
nez 240 nm. Stanoveni vychazi ze znalosti, ze rozdilné typy sekundarnich struktur vykazuji
rozdilna CD spektra v oblasti vzdaleného UV zafeni (180-240 nm). Abychom mohli
spolehlivé analyzovat sekundarni strukturu, je potieba vychazet z tidaji z SirSiho spektra
vlnovych délek. Naopak ur€ovani tercialni struktury se provadi v blizké oblasti UV zéfeni
(260—320 nm). Jako chromofory se v této oblasti vyuzivaji aminokyseliny s aromatickym
boc¢nim fetézcem (tyrosin, tryptofan, fenylalanin). Tvar a velikost vysledného zaznamu zavisi
na poctu a prostorovém rozmisténi jednotlivych typ aromatickych aminokyselin v proteinu,
protoze kazdd znich ma tendenci mit charakteristicky profil v zavislosti na absorpci
pfiriznych vlnovych délkach. Naptiklad tryptofan ma ve vysledném zadznamu pik blizko
vlnové délky 290 nm. Pti analyze je potieba znat piesnou koncentraci bilkoviny ve vzorku,

aby spektropolarimetr mohl byt spravné nastaven a kalibrovan. [61]

Cirkularni dichroismus se stanovuje pomoci pfistroji nazyvanych spektropolarimetry.
Vysledek CD analyzy se udavd bud’ jako rozdil absorbanci levotoCivé a pravotoCivé
cirkularné polarizované slozky (AA = AL — Ap) nebo jako elipticita (h) ve stupnich. Existuje
nekolik metod, kterymi lze CD efekt na spektropolarimetru zmétit. Tou nejvyuzivanéjsi je
modulace, piikteré dopadajici svétlo plynule piepina mezi slozkami levoto¢ivymi
a pravotoc¢ivymi. Slozky jsou od sebe rozdéleny priichodem ptes modulétor, ktery se sklada
z piezoelektrického kiemenného krystalu a tenké desky vyrobené z izotropniho materidlu
(naptiklad tavny oxid kiemicity). Modulator je umistén ve stiidavém elektrickém poli, které
vyvold strukturni zmény v kiemenném krystalu. Deska propousti kruhové polarizované

svétlo, které je postupné detekovano fotonasobi¢em. Druhou moznosti je pfimé odecitani, kdy

jsou absorbance obou slozek métfené oddélené a nasledné se od sebe odecitaji. Posledni
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moznosti je metoda elipsometricka, pfi které se meéfti elipticita vysilaného zareni. Oproti
rentgenové krystalografii a NMR ma CD mensi rozliSeni struktury (neumi stanovovat
strukturu na atomarni urovni). Piesto se ale CD vyuziva Castéji, protoze je mén¢ Casove

naro¢na a zaroven ani pozadavky na upravu vzorku pied analyzou nejsou tak vysoké. [61, 62]

V soucasné dobé se k analyze nejcastéji vyuzivaji proteiny vyrobené pomoci nadmérné
exprese genu kodujici protein. VyuZzivaji se k tomu systémy jako napiiklad E. coli, nizsi
eukaryota (kvasinky) nebo hmyzi bunky. Vybér hostitelského systému je dan zejména
velkosti vyrabéného polypeptidu. Je potieba vybrat hostitele tak, aby i nasledné posttranslacni
upravy byly spravné provedené. Pozadavky na analyzovany protein jsou pomérné vysoké. Je
potfeba aby protein vykazoval alespont 95% Cistotu. To lze ovéfit napiiklad pomoci
SDS-PAGE. Protein by také mél obsahovat co nejméné nukleovych kyselin. V opaéném
ptipad¢ je nutné protein nejprve piecistit. DalSim pozadavkem je, ze proteinovy roztok by mél
byt Ciry bez nerozpustnych srazenin, které by ovlivnily rozptyl svétla. Pfipadné srazeniny 1ze

odstranit pomoci ultracentrifugace nebo prefiltrovanim vzorku. [61]
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Zavér

Cilem mé bakalatské prace bylo shrnout a zjednodusit informace tykajici se bilkovin. V prvni
¢asti prace jsem popsala zejména slozeni, stavbu a obecnou strukturu bilkovin. V dalSich
Castech prace jsem se zaméiila na spektrofotometrické metody stanoveni koncentrace bilkovin
Vv biologickych materidlech a na metody strukturni analyzy bilkovin. U kazdé¢ metody jsem
popsala jeji princip, postup a moznosti vyuziti. Spektrofotometrické metody obecné vyuzivaji
reakce proteinu se specifickym ¢inidlem za vzniku barevného komplexu, ktery je nasledné
spektrofotometricky proméfovan. Nejvyuzivanéjs§i spektrofotometrickou metodou je
biuretova metoda, ktera je dokonce uvadéna jako referenéni metoda. Stanoveni struktury
proteinu je dualezité K porozuméni jeho biologickym funkcim a jeho chovani v organismu.
Zaroven je znalost struktury proteinu klicova ve farmaceutickém pramyslu pti vyvoji 1é¢iv,
kdy je potteba sledovat vazbu 1€k na specifick¢ proteiny a sledovat jejich ucinnost.
Ke stanoveni struktury se standardné vyuzivaji metody jako rentgenova krystalografie
vyuzivajici rentgenovych svazkl k ozareni zkrystalizovanych vzorkt, nuklearni magneticka
rezonance, kterd funguje na principu interakce atomovych jader s magnetickym polem nebo
napiiklad kryoelektronova mikroskopie vyuZzivajici nizkych teplot ke stabilizaci zkoumanych
makromolekul. Stanoveni proteini ma vyznam v mnoha dalSich oblastech Zivota. Jejich
stanoveni je dulezité naptiklad k diagnostice nékterych metabolickych onemocnéni, jejichz

pfitomnost 1ze odhalit n€kolik hodin po narozeni pomoci novorozeneckého screeningu.
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