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Vlastnosti aminokyselin a bilkovin

Predstaveni kapitoly

Aminokyseliny a bilkoviny jsou zdkladni stavebni a funkéni slozky Zivych organismd.
Aminokyseliny tvofi proteiny, které zajiStuji prakticky vSechny Zivotné dullezité funkce — od
stavebnich (kolagen, keratin), pfes transportni (hemoglobin, albumin), az po enzymatické a
regulaéni. Tato kapitola se zaméfuje na chemické a fyzikalni vlastnosti aminokyselin a proteind,
jejich strukturu, chovani v rlznych podminkach, laboratorni metody jejich stanoveni a klinicky

vyznam.
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1 Aminokyseliny: Struktura a klasifikace

Téma aminokyseliny, jejich struktura a klasifikace je probirana v kapitole
»Aminokyseliny, peptidy, bilkoviny; metody separace”. Zde se zamérime pfimo na
chemické vlastnosti aminokyselin a metody s nimi spojené.

Obecné shrnuti k aminokyselinam:

Aminokyseliny jsou zakladnimi stavebnimi kameny bilkovin, které urcuji jejich strukturu a
tim i biologické funkce v organismu. Spole€nym rysem vSech aminokyselin je pfitomnost
centralniho a-uhliku, na ktery jsou navazany étyfi rlizné skupiny:

e aminoskupina (-NH;) — chova se zasadité, mlze pfijimat R
protony, |
e karboxylova skupina (-COOH) — chova se kysele, mize H2N — C, — COOH

protony uvolfiovat, E
H
e vodikovy atom (-H),

e postranni fetézec (R) — Cast, ktera se lisi u jednotlivych aminokyselin a je kli¢ova pro jejich
chemické i biologické vlastnosti (polarita, naboj, hydrofobicita)

Klasifikace aminokyselin:
¢ Podle polarity R-retézce:
o Nepoldrni (hydrofobni) — nachazeji se uvnitf proteinl (glycin, alanin, valin aj.).

o Poldrni neionizovatelné — tvoti vodikové mUstky, zvysuji rozpustnost (serin,
threonin aj.).

o Kyselé — nesou pri fyziologickém pH zdporny naboj (aspartat, glutamat).
o Zdsadité — nesou kladny naboj (lysin, arginin, histidin).
e Podle nutnosti pfijmu:

o Esencidlni — télo je neumi syntetizovat, musi byt pfijimany potravou (napf.
leucin, lysin, tryptofan).

o Neesencidlni — organismus si je dokaZe vytvofit (napf. alanin, glutamat, glycin).

Otdzka: Které tfi aminokyseliny maji zasadité postranni fetézce? Identifikujte nasledujici

) aminokyselinu. Proc je pro nds organismus tak vyznamna? 3] 0
[ ]
HINJ\/YU\OH
NH,
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2 Chemické vlastnosti aminokyselin

Struktura postranniho fetézce aminokyselin urcuje chemické a fyzikalni vlastnosti
aminokyselin. Aminokyseliny neabsorbuji viditelné svétlo, proteiny jsou znamy absorpci UV zareni
o vinové délce kolem 280 nm, coZ je podminéno pfitomnosti tryptofanu. Postranni fetézec také
ovliviiuje jejich rozpustnost ve vodé. Alifatické (Ala, Val, Leu, lle) a aromatické (Trp, Tyr, Phe)
aminokyseliny jsou hydrofobni. Ostatni aminokyseliny jsou hydrofilni.

Vétsina aminokyselin nema pfi neutralnim pH v roztocich vnéjsi elektricky naboj, vytvari
dipolarni ion (zwitterion, amfion), kdy aminoskupina je protonizovana (-NH3+) a karboxyskupina
ionizovana (-COO-). Tedy pocet kladné nabitych ionizovanych skupin se vyrovna poctu zaporné
nabitych skupin a bilkovina se navenek chova jako elektroneutrdlni, nepohybuje se v elektrickém
poli. Rozpustnost bilkovin pfi pH izoelektrického bodu (pl), je mensi nez pfi kterékoli jiné hodnoté
pH. Zvysi-li se koncentrace H+ v roztoku (klesne pH) natolik, Ze je potladena disociace karboxy
skupiny, aminokyselina se navenek jevi jako kladné nabitd. U alkalickych roztokd je tomu naopak.
Slozitéjsi situace nastava u aminokyselin se dvéma karboxy nebo amino skupinami. Plati vsak, ze
pfi neutrdlnim pH jsou kyselé aminokyseliny (Asp, Glu) zaporné nabité, bazické (Lys, Arg, His)
kladné.

kyselé pH | . neutrdlni pH | zdsadité pH
(pH < pKcoon) (PKcoon < PH < pKyu3) (pPH > pKyu3) i
R—CH—-COOH; €2 | R—CH-COO | €2 R-CH-COO |
| ; : | 3 i | !
NH;* NH.* i NH,
L,amfion”

2.1 lzoelektricky bod (pl)

Kazda aminokyselina obsahuje kyselou i zasaditou skupinu a podle pH prostiedi se mizZe chovat
bud’ jako kyselina, nebo jako zasada. Existuje vsak urcité pH, pfi némz mda aminokyselina
vyrovnany pocet kladnych a zapornych nabojt — vysledny elektricky naboj je tedy nulovy. Toto
pH se oznaduje jako izoelektricky bod (pl).

evvs

se mezi sebou snadnéji shlukuji a vysrazeji.
e Hodnota pl zavisi na povaze postranniho fetézce:
o kyselé aminokyseliny maji pl nizsi nez 6,

o zdasadité aminokyseliny maji pl vyssi nez 7.
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amfoterni charakter AK

R—COOH ¢« R-COO™ +H* PK coon™ 2 Izoelektricky bod (pl)

R=NH;* &> R—NH, +H*  pKy:~10 PI = (PKeoon + PKy; ) /2

Izoelektricky bod je dlleZity v biochemii i mediciné — naptiklad pti elektroforéze bilkovin,
kde pohyb molekul v elektrickém poli zavisi pravé na jejich naboji pfi daném pH.

2.2 Vybrané chemické reakce aminokyselin

Aminokyseliny se diky své struktufe ucastni celé fady chemickych reakci. Nékteré z nich se
vyuZzivaji v analytické chemii k jejich kvalitativnimu prikazu:

e Reakce s ninhydrinem
Pouziva se k detekci volnych aminokyselin. Ninhydrin oxiduje aminoskupinu na
iminokyselinu, kterd se hydrolyticky Stépi za vzniku amoniaku. Amoniak pak reaguje se
dvéma molekulami ninhydrinu a vznikd barevny produkt s intenzivni modrofialovou
barvou. Tuto reakci vyuzivd napf. chromatografie aminokyselin nebo kriminalistika pfi
prikazu otisk( prstU.

Q
D R\I)LDH OH
’ NH,
0O — - N=—

OH

e Xantoproteinova reakce
Specificka pro aromatické aminokyseliny (tyrosin, ¢astec¢né tryptofan a fenylalanin). V
pfitomnosti koncentrované kyseliny dusi¢né dochazi k nitraci aromatického jadra, ¢imz
vznikaji Zluté zbarvené nitroderivaty. Po pfidani zasady se barva zvyrazni. Tato reakce
byla historicky jednou z prvnich k prikazu protein(.

0 0
OuN
oH __*HNGs ‘ 0
NH; ~H0 NH,
HO HO
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3 Struktura bilkovin

Také téma peptidy, bilkoviny a jejich struktura je probirana v kapitole ,,Aminokyseliny,
peptidy, bilkoviny; metody separace”. Zde se zaméfime opét pfimo na jejich chemické
vlastnosti a metody s nimi spojené.

Obecné o peptidech, bilkovinach a jejich strukture a rozdéleni:

Bilkoviny (proteiny) jsou zakladni stavebni material téla (kolagen, keratin), ale také
hormony, enzymy a protilatky. Tvofi je 20 zakladnich aminokyselin, spojenych peptidovymi
vazbami. Kratsi fetézce tvoti peptidy (napf. inzulin, oxytocin, glutathion), delsSi polypeptidy a
bilkoviny.

H,N — CH%C—NH—}CH—COOH
i P
R, |0 'R,
Struktura proteint:
e  Primarni — poradi aminokyselin dané genetickym kdédem.

e Sekundarni — usporadani do a-helixu ¢i B-skladaného listu (vodikové vazby).

e Terciarni— prostorovy tvar retézce, stabilizovany disulfidovymi, iontovymi a hydrofobnimi
interakcemi.

e Kvarterni — spojeni vice podjednotek (nap¥. hemoglobin).
Déleni protein(:
e Podle tvaru: fibrilarni (kolagen) a globularni (albumin, hemoglobin).

e Podle slozeni: jednoduché (jen AK) a sloZzené (lipoproteiny, hemoproteiny, glykoproteiny,
metaloproteiny).

Zajimavost: Jasné Cervend barva okyslicené krve a tmavsi odstin odkyslicené odpovidd
zméné konformace hemoglobinu.

Otdzka: Které typy interakci se podileji na tercidrni strukture bilkovin a proc jsou

? dilezité?
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H H
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e o X — Globin
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o Hemoglobin
o Molecule

(zdroj: https://raider.pressbooks.pub/biologyl/chapter/21-protein-structure-and-function/)

4 Fyzikdlni a chemické vlastnosti bilkovin

Rozmanitost bilkovin je ddna rliznym chemickym charakterem aminokyselin a jejich
relativnim zastoupenim v bilkovinach. Bilkoviny vykazuji fadu specifickych fyzikalné-chemickych
vlastnosti, které souviseji s jejich strukturou. Tyto vlastnosti ovliviiuji jejich funkci, chovani v
prostfedi i moZnosti laboratorniho zkoumani.

4.1 Rozpustnost

Stabilita a rozpustnost proteini ve vodném roztoku jsou ovlivnény nékolika faktory:
zastoupenim aminokyselin (poctem ionizovatelnych a hydrofobnich zbytk(), velikosti a tvarem
molekuly, pH (vzdalenosti od izoelektrického
bodu, pl), iontovou silou (soli), teplotou a vp.'"'::ﬁ“
pfitomnosti dalSich rozpoustédel, napfiklad @
organickych molekul.

PFi nizké iontové sile (napf. 0,15 M NacCl

— fyziologicky roztok) mnoho proteind vykazuje

tzv. vsolovaci efekt: ionty soli pomahaji udrzovat
hydrataéni obal a sit vodikovych vazeb kolem e A, ..o s
proteinu, ¢imz zvy3uji jeho rozpustnost. lburming 2vézeni precipitétu
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PFi vysoké iontové sile dochazi k vysolovacimu efektu. Soli soutézZi s proteiny o vodu a
odstranuji hydratacni obal. Tyto ucinky podporuji hydrofobni interakce a agregaci molekul
proteinll (precipitace). Bé€zZné pouzivanym vysolovacim Cinidlem je siran amonny. Siran amonny,
ktery je ve vodé vysoce rozpustny a pfi rozpousténi v ni poskytuje tfi hydratované ionty. Jeho
postupnym priddvanim do roztoku se mohou ze smési bilkovin izolovat jednotlivé frakce.

Zajimavost: Proteinové doplriky — Whey protein (syrovdtkovy) a kasein se lisi stravitelnosti
a rozpustnosti — rozdily vyplyvaji z jejich struktury.

4.2 Denaturace

vvs

Denaturace proteinll je proces, pfi kterém dochazi k naruseni vyssich strukturalnich
urovni bilkovin (sekundarni, terciarni a kvartérni) bez zmény jejich primarni struktury (poradi
aminokyselin). V dlsledku toho protein ztraci svou biologickou aktivitu. Denaturaci mohou
vyvolat rGzné fyzikalni faktory, napfiklad zvySena teplota, ultrafialové zafeni, ionizujici zareni
nebo mechanické plsobeni, a také chemické faktory, mezi néz patfi extrémni pH, organicka
rozpoustédla, chaotropni latky (mocovina, guanidinium chlorid) nebo tézké kovy tvofici
komplexy se sulfhydrylovymi skupinami cysteinu. Denaturace muize byt reverzibilni, kdy se po
odstranéni vyvolavajictho Ccinitele protein c¢astecné navraci do plvodni struktury, nebo
ireverzibilni, kdy dojde k trvalym zménam a vysrazeni bilkoviny. Tento jev ma zdsadni vyznam v
biologii i praxi — vysvétluje ztratu enzymové aktivity, vyuziva se pfi sterilizaci a je dllezity také v
potravinarstvi, napfiklad pfi srazeni bilkovin pfi vareni vajec ¢i vyrobé syr(.

4.3 Velikost a naboj

Proteiny jsou amfoterni makromolekuly nesouci pfi rzném pH odlisny celkovy elektricky
naboj, ktery vyplyva z pfitomnosti ionizovatelnych postrannich skupin aminokyselin. Hodnota
naboje ovliviiuje jejich chovani v elektrickém poli — v kyselém prostiedi se proteiny stavaji kladné
nabitymi, v zasaditém prostfedi naopak nesou zdporny naboj. Spolu s tim hraje vyznamnou roli
také velikost a tvar proteinovych molekul, které urcuji rychlost jejich pohybu v roztoku ¢i gelu.
Tyto vlastnosti se prakticky vyuZivaji pfi metodach, kde dochazi k separaci proteinti na zakladé
rozdilii v naboji a velikosti — typickym prikladem je elektroforéza, jez umozniuje rozdélit smés
proteinl a poskytnout cenné informace o jejich slozeni.

4.4 Sorpcni a pufracni vlastnosti

Proteiny maji vyrazné sorpcni vlastnosti, které vyplyvaji z pfitomnosti funkcénich skupin
schopnych vytvaret vodikové mistky, elektrostatické ¢i hydrofobni interakce. Diky tomu dokazou
vazat rtizné molekuly a ionty na svij povrch, coZ se uplatiiuje jak v biologickych procesech, tak
pfi purifikaci bilkovin.

Soucasné proteiny vykazuji také pufracni vlastnosti, protoZe obsahuji ionizovatelné
skupiny (karboxylové, aminové, imidazolové aj.), které mohou pfijimat nebo odevzdavat protony.
Diky tomu pfispivaji k udrzeni stabilniho pH v biologickych systémech, napfiklad v krevni plazmé.
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Otdzka: Jak ovliviiuje pH celkovy elektricky ndboj bilkovin a jak se tato vlastnost
’) prakticky vyuziva??
[ ]

5 Metody pro stanoveni proteint

Metody pro stanoveni proteint

v v !
LChemické Spektrofotometrické ‘ Elektroforeticke ‘ ‘ Imunochemicke a jiné
a chromatografické

[ e
s
—{ Agardzova elektroforéza |

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
— Sulfate — Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)

Biuretova reakce

=k

Lowryho metoda

—i Bradfordova metoda

—| BCA metoda

—( Absorbance pfi 280 nm |

| | ELISA (Enzyme-Linked
Immuno-sorbent Assay)

—{ Gelova chromatografie |

HPLC (kapalinova _{ lsoelektricks fokusace —{ MS (Hmotnostni spektrometrie)

Nynhydrinova reakce chromatografie)
2D elektroforé
—{ Xantoprotenova reakce |

5.1 Chemické metody
Biuretova reakce

Zakladni kolorimetrickd metoda pro dikaz bilkovin. V alkalickém prostredi tvofi médnaté
ionty (Cu?*) komplex s peptidovymi vazbami. Vznika charakteristické fialové zbarveni, jehoz
intenzita je pfimo Umérna koncentraci proteind.
Lowryho metoda

Jedna z nejcitlivéjsich klasickych metod pro stanoveni bilkovin. Kombinuje biuretovou reakci
se vznikem barevného komplexu po redukci Folin-Ciocalteu cinidla (smés fosfomolybdenanu a
fosfotungstanu). Vysledkem je modré zbarveni, které Ize presné mérit spektrofotometricky.
Bradfordova metoda

Vyuziva vazby barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 na bazické aminokyseliny (zejména
arginin, ¢astecné lysin a histidin) a na aromatické postranni fetézce (fenylalanin, tryptofan,
tyrosin). Po navazani na bilkovinu se barvivo méni z ¢ervené formy na modrou. Tato metoda je

rychld, jednoducha a velmi oblibena pfi stanoveni bilkovin v biologickych vzorcich.

BCA metoda (bicinchoninova kyselina)
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Podobné jako Lowryho metoda je zaloZzena na komplexaci méd'natych ionti po jejich redukci
bilkovinami. V alkalickém prosttedi vznika fialovy komplex s vysokou citlivosti, ktery se hodnoti
spektrofotometricky. Vyhodou je dobra stabilita barvy a reprodukovatelnost vysledk.

5.2 Spektrofotometrické metody

Proteiny pfirozené absorbuiji ultrafialové (UV) zareni v oblasti kolem 280 nm. Divodem je
pfitomnost aromatickych aminokyselin — pfedevsim tyrosinu, tryptofanu a ¢astecné fenylalaninu
— jejichz aromatické kruhy silné absorbuji pravé v této oblasti spektra.

Vyhodou této metody je, Ze je jednoducha, rychla a nevyzaduje Zadna pridavna cinidla —
méri se pfimo roztok bilkoviny. Intenzita absorbance pfi 280 nm je umérna koncentraci proteinu
a lze ji kvantifikovat pomoci Lambert-Beerova zakona.

Nevyhodou je relativné nizkd specificita — pokud jsou ve vzorku pfitomny jiné latky
absorbujici v UV oblasti (napf. nukleové kyseliny nebo nékteré metabolity), mizZe dojit k falesné
zvySenym hodnotam. Proto se metoda ¢asto kombinuje s dalSimi postupy pro ovéreni vysledka.

5.3 Imunochemické metody

Imunochemické metody vyuZivaji vysokou specificitu protilatek, které se vazou na cilovy
protein. Diky tomu je mozné nejen zjistit jeho pfitomnost, ale i prfesné stanovit jeho mnozstvi.
Tyto metody jsou dnes zakladnim nastrojem klinické i vyzkumné biochemie.

» ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Metoda ELISA patfi mezi nejcastéji pouzZivané imunochemické techniky pro stanoveni
proteinli, hormon(, protilatek ¢i jinych analytl. Je zaloZena na specifické vazbé antigenu a
protilatky, ktera je nasledné prevedena na méritelny barevny signal pomoci enzymatické reakce.

1. Zachyceni analytu primarni protilatkou

Na povrchu inertniho nosie (obvykle
96jamkova mikrotitracni desticka) je navazana
specificka primarni protilatka proti stanovovanému
analytu. Do jamek se napipetuji vzorky a kalibratory.
Pokud vzorek obsahuje sledovany analyt, dojde k
jeho navazani na protilatku. Nereaguijici slozky se
nasledné odmyji. A

2. Navazani sekundarni protilatky s enzymem
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Do jamek se pridava sekunddrni protilatka, ktera se vaze na jiny epitop analytu.
Tato protilatka je kovalentné spojena s enzymem (napf. peroxidaza kienu — HRP). Po
navazani je opét odstranén prebytek nevazané protilatky promytim.

3. Enzymaticka reakce se substratem

Do systému se prida vhodny substrat enzymu. Pfitomny enzym katalyzuje reakci,
pfi niz vznika barevny produkt. Intenzita jeho zbarveni je pfimo Umérna mnozstvi analytu

ve vzorku.

4. Detekce a vyhodnoceni

Barevny signal se méri pomoci spektrofotometru (tzv. ELISA reader). Vysledkem
je zavislost mezi koncentraci analytu a absorbanci na zvolené vinové délce. Pomoci
kalibraéni krivky lze poté pfesné urcit koncentraci analytu v jednotlivych vzorcich.

Vyhody: velmi vysoka citlivost a specificita, moZnost analyzy mnoha vzork( najednou.

VyuiZiti: diagnostika infekénich onemocnéni, stanoveni hormont, nadorovych markerd nebo

€

protilatek.

{ Analyt

Primami protilatka

1) 2)

o | | Sekundarni profilatka
@
P

Substrat

Produkt

VAN

3) 4)

10
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Western blot

Jednd se o kombinovanou metodu: proteiny jsou nejprve oddéleny podle velikosti pomoci
elektroforézy, poté preneseny na membranu a nasledné detekovany specifickymi protilatkami.

Vyhody: umoznuje nejen stanoveni koncentrace, ale i identifikaci konkrétniho proteinu mezi
mnoha dalsimi.

VyuZiti: vyzkum, diagnostika nékterych infekénich onemocnéni (napf. HIV), ovéfovani vysledki z
ELISA testd.

Imunonefelometrie a imunoturbidimetrie

V obou ptipadech se sleduje zakal, ktery vznika pfi tvorbé imunokomplextd antigen—
protilatka.

Imunonefelometrie: méri rozptyl svétla, ktery imunokomplexy vyvoldvaji.
Imunoturbidimetrie: méfi pfimo pokles intenzity prochazejiciho svétla vlivem zakaleni roztoku.

VyuZiti: stanoveni koncentrace sérovych bilkovin (napf. imunoglobulin(, C-reaktivniho proteinu,
komplementu).

5.4 Elektroforetické metody

Elektroforéza je soubor metod, které vyuzivaji pohyb nabitych molekul v elektrickém poli.
Proteiny se déli podle svého ndboje, velikosti nebo izoelektrického bodu, a proto Ize témito
technikami ziskat velmi podrobné informace o jejich vlastnostech.

Agarozova a acetatova elektroforéza

Proteiny se pohybuji v poréznim nosici (agarézovém nebo acetatovém gelu) pod vlivem
elektrického pole. Separace je ddna jejich celkovym nabojem a velikosti.

Pouziti: klasickd metoda v klinické diagnostice, napf. pfi rozdéleni sérovych protein na frakce
(albumin, a-, B- a y-globuliny). DlleZita pfi diagnostice paraproteinémii (napf. mnohocetny
myelom).

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate — Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
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Proteiny se pred separaci osetfi detergentem SDS, ktery je denaturuje a zdroven jim doda
uniformni zaporny ndaboj. Diky tomu se v elektrickém poli oddéluji predevSim podle své
molekulové hmotnosti.

Pouziti: vyzkumna biochemie a molekularni biologie — analyza Cistoty preparatu, stanoveni
velikosti proteind, kontrola rekombinantnich proteind.

Isoelektricka fokusace (IEF)

Proteiny se separuji v pH gradientu a migruji elektrickym polem tak dlouho, dokud
nedosahnou svého izoelektrického bodu (pl). V tomto pH je jejich Cisty ndboj nulovy a migrace se
zastavi.

Vyhoda: extrémné vysoké rozliSeni i mezi proteiny, které se jinak velmi podobaji.
PouZziti: detailni charakterizace proteinu, detekce mutaci a jemnych zmén v jejich strukture.

> 2D elektroforéza (2D-PAGE)

Kombinuje isoelektrickou fokusaci (1. krok) a SDS-PAGE (2. krok). Proteiny jsou nejprve
usporadany podle pl, a nasledné podle velikosti. Vysledkem je dvojrozmérny gel s vysokou
rozliSovaci schopnosti.

PouZiti: klicovd metoda v proteomice, umozZiiuje mapovat stovky aZ tisice protein( v burice ¢i
tkani a porovnavat jejich zmény pfi rlznych stavech (zdravi vs. nemoc).

5.5 Dalsi moderni metody

Kromé klasickych  kolorimetrickych, spektrofotometrickych, imunochemickych a
elektroforetickych metod se v soucasné biochemii uplatiuji také vysoce citlivé instrumentalni
techniky, které umoznuji detailni analyzu sloZeni a mnozstvi proteina.

Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie umoZfiuje presné urcit molekulovou hmotnost, slozeni a
strukturu proteint. Principem je ionizace proteinl nebo jejich fragment(i a méreni jejich pohybu
v elektrickém a magnetickém poli podle poméru hmotnosti k naboji (m/z).

Vyhody: extrémni citlivost, moZnost identifikace i velmi malého mnoZstvi latky, schopnost rozlisit
rdzné modifikace protein( (napf. fosforylace, glykosylace).

PouZiti: proteomika, hledani biomarkerd nemoci, analyza sloZzeni komplexnich smési.

Kapalinova chromatografie (HPLC — High Performance Liquid Chromatography)
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HPLC je technika, ktera slouZi k separaci a kvantifikaci proteinti nebo peptidli na zakladé
jejich interakci se staciondrni a mobilni fazi. Proteiny putuji chromatografickou kolonou rdznou
rychlosti podle svych fyzikalné-chemickych vlastnosti (napf. hydrofobicita, velikost, naboj).

Vyhody: vysoka ucinnost separace, mozZnost kvantifikace, kombinovatelnost s detekénimi
metodami (napf. UV, fluorescencni, MS).

PouZiti: stanoveni Cistoty protein(, analyza smési, pfiprava proteinovych vzorkl pro dalsi metody
(napt. MS).

6 Klinicky vyznam bilkovin a aminokyselin

Bilkoviny a aminokyseliny jsou nejen zédkladnimi stavebnimi a funkénimi slozkami organismu,
ale zaroven i dualeZitymi ukazateli zdravi a nemoci. Jejich hladiny v biologickych tekutinach
(zejména v krvi a moci) slouzi v klinické biochemii k diagnostice, sledovani pribéhu onemocnéni i
k hodnoceni vyZivového stavu pacienta. Zmény koncentrace Casto odraZeji patologické procesy,
poruchy metabolismu nebo zanétlivé reakce.

6.1 Klinicky vyznamné zmény bilkovin

Hypoalbuminémie znamena snizenou koncentraci albuminu v séru. Nej¢astéjSimi pficinami
jsou jaterni selhani, kdy je snizena tvorba bilkovin, nefroticky syndrom se zvySenymi ztratami
moci, nebo tézka podvyZiva a malabsorpce. Klinicky je hypoalbuminémie dilezita predevsim
proto, Ze vede k poklesu onkotického tlaku a nasledné ke vzniku otokud. Zaroven slouzi jako
ukazatel zavainosti onemocnéni.

Paraproteinémie je stav, kdy se v krvi objevuji abnormalni monoklonalni imunoglobuliny,
oznacované jako paraproteiny. Typicky se s ni setkdvame u mnohocetného myelomu. Je to
vyznamny diagnosticky i monitorovaci marker u hematologickych malignit.

Reaktanty akutni faze jsou proteiny, jejichZz koncentrace v séru se zvySuje pfi zanétu nebo
infekci. Mezi nejvyznamnéjsi patii C-reaktivni protein (CRP), haptoglobin a transferin. Tyto
bilkoviny umoznuji rychlé zhodnoceni pfitomnosti i intenzity zanétlivého procesu a patfi k
zakladnim laboratornim markertm v klinické praxi.

Specifické proteiny maji vyznam predevsim v diagnostice a sledovani konkrétnich
onemocnéni. Napfiklad prostaticky specificky antigen (PSA) se vyuZivd ve screeningu a
monitoraci karcinomu prostaty. B.-mikroglobulin je marker nékterych hematologickych malignit
a zaroven se pouziva v nefrologii k hodnoceni funkce ledvin.

6.2 Poruchy metabolismu aminokyselin

Poruchy metabolismu aminokyselin jsou casto vzacna dédi¢na metabolicka onemocnéni,
ktera mohou mit zavainé dlsledky pro vyvoj a zdravi ditéte. Proto jsou dnes soucasti
novorozeneckého screeningu.
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Fenylketonurie (PKU) je geneticka porucha metabolismu fenylalaninu zplsobena deficitem
enzymu fenylalaninhydroxylazy. Nasledkem je hromadéni fenylalaninu, které je toxické pro
nervovy systém. Bez |écby vede k téZzkému mentalnimu postiZeni. Zakladem terapie je v¢asna
dietni |écba s omezenim ptijmu fenylalaninu v potravé.

Mezi dalsi dédi¢né poruchy patfi homocystinurie, tyrosinémie a MSUD (Maple Syrup Urine
Disease). VSechny tyto stavy jsou zplsobeny geneticky podminénymi defekty enzym( zapojenych
do metabolismu aminokyselin. Bez Iécby mohou vést k zavainym neurologickym porucham,
opozdéni psychomotorického vyvoje nebo k postizeni organu. Diky novorozeneckému screeningu
je mozné tyto nemoci odhalit v€as a zahdjit odpovidajici 1é¢bu.

Shrnuti

Aminokyseliny jsou stavebni jednotky bilkovin, jejichZ vlastnosti ur€uji chovani a funkci
celého proteinu. Klicovym pojmem je izoelektricky bod, ktery ovliviiuje ndboj a rozpustnost
proteind. Struktura proteind se popisuje na ¢tyfech Urovnich — od primarni sekvence aminokyselin
az po kvartérni usporadani. Proteiny jsou amfoterni, maji sorpcni a pufracni vlastnosti a podléhaiji
denaturaci vlivem fyzikalnich ¢i chemickych faktor(. Stanoveni protein(l se provadi fadou metod
—od jednoduchych kolorimetrickych (Biuret, Bradford) az po vysoce citlivé imunochemické (ELISA,
Western blot) nebo moderni instrumentdlni (MS, HPLC). V klinické praxi maji proteiny zdsadni
vyznam pfi diagnostice zanétu (CRP), onkologickych onemocnéni (PSA), imunologickych poruch
(paraproteinémie) ¢i dédi¢nych metabolickych vad (PKU, MSUD).

Kontrolni otazky
1. Které tfi aminokyseliny maji zasadité postranni retézce?
2. Cojeizoelektricky bod a proc je dulezity pro rozpustnost proteind?
3. Jaky je rozdil mezi sekundarni a terciarni strukturou bilkovin?
4. Jaky je princip ninhydrinové reakce pfi stanoveni protein(i?
5. Proc proteiny absorbuji UV zareni pfi 280 nm?
6. Co je paraproteinémie a s jakym onemocnénim souvisi?

7. Jaky je princip 2D elektroforézy?
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