O PRACI V OBORU BILKOVIN
BORIVOJ KEIL

V dnedni dobé je nesporné jednim z klicovych temat védy problém
bilkovin. V ném se setkavaji ncoddglitelué .slozité otdzky biologické
a neobytejné aktuilpi, prakticky zdivainé otazky néarodohospoda¥ské,
prumyslové i zemédélské. Vyzkum bilkovin je nesmirné dulezity pro
fysiologii, lékaFstvi a vyzivu. Vedle potravirafského primyslu je kli-
¢ovou otizkou vyzkumnou pro prémysl vlnatsky, koZedélny, filmovy.
farmaceuticky a pramysl umélych hmot, Rozvinuti price v oboru bil-
kovin je tim bezokladnéji, Ze pro svou obtiZnost zlstai tento obor
metodicky i kddrové znacéné pozadu za ostatnimi obory chemie a bio-
chemie. V zanedbanosti ho leda predstihuji obor nukleovych kyselin
a lipida.

V dobé, ve které bilkoviny byly pro organického chemika nepo:
pulirnim tenkym ledem, na ktery je lépe se nepoustét, provedl Bed¥ich
Engels hlubokou analysu vyznamu bilkovin pro Zivet a jeho funkce.
Ackoliv je5td& nebyl prikazny materiadl nashremizdén, Engels jiz tehdy
vidél zakladni projevy Ziveota jako preievy vyie organisované hmoty.
jako specidlni vlastnost bilkovinnych systemii a jejich reakei na vnéjsi
prostredi.

Vyzkum bilkovin se dnes v zikladé ubirid dvéma tzce na sebe na-
vazujicimi cestami a to po trati vice méné chemické, kam spada vy-
zkum konstituénich, fysikaln&-chemickych a bicchemickych otéazek,
a po trati vice méné& biologické, kam lze Fadit immunolegické, enzymolo-
gické, fysiologické a podohné problémy. Pochepitelné neni moZno tyto
stranky v&ci od sebe cdtirhovat. Bylo by zikladni chybou snaZit se
vysvétlovat nékteré vlastnosti bilkovin, vzniklé vy$3i organisaci hmoty
z vlastnosti béZnych organickych nizkemolekularnych latek. Na to ¢as-
to organickd chemie nestaéi, proteZe uz vyse organisovania hmota neni
prosté jeji obor. Naproti tomu by bvlo pro pokrok nebezpeéné podce-
fovat vyznam chemie a snahu po exaktni definici t&ch vlastnosti bilko-
vin, na jejichZ sledovari dnes uz chemické metody existuji a vedou
k jednoznaénym vysledkéim. A ted” bychom se mohli obratit k nékte-
rym otazkim chemie bilkovin, pFiéemZ bych pFileZitostné uvedl né-
které, zatim sporé zkuSenosti, které jeme v Ustfednim tdstavu chemie-
kém v bilkovinarskych sektorech ziskali.

Konstituce

S rozsifovanim védomosti o bilkovinich se tvofily zaroven teorie
o jejich konstituci. PFitom ty teorie, které se opiraly pouze o jednu
specidlni vlastncst nebo méferi, byly béhem doby vyvriceny. Idealis
tické koncepce Bergmanna a Wrinchové, ktefi s¢ snazili
z nedokonalych analys nebo spekulaci najit schemata pro usporadéni

* Prednesené na pracovnej konferencii chemickjch vyskumnikov, technikov,
7lepSovatelov a novitorov v Banskej Stiavnici v jali 1951,
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aminokyselin v mniolckule bilkoviny, se ukéazaly nespravnymi. Podobny
osud stihl teorii Svedberga, ktery se domnival, Ze existuje ziko-
nitost v molekuliarnich vahach bilkovin a Ze jsou odvozeny od uréité
zakladni molekuldrni viahy jako celistvé jeji ndsobky.

Velkym piinosem pro dalii vyvoj, nasich nizort na strukturu bil-
kovin byla globularni teorie sov&tskych pracovniki Breslera, Pa-
ssinského, Afanasjeva a Talmuda. Opirajic se o fysikalné
chemicka pozorovam, thermodynamické tvahy a modclové syntetické
slouéeniny, wéi nas tato teorie divat se na bilkoviny jako spirdlni dtvary,
kde hlavni peptidicky fetézec je vlivem rozleZeni hydrofilnych a hydro-
fobnich skupin deformovan tak, Ze statisticky v&idina hydrofebuich zhyt-
ki alifatickych nebo aromatickyeh (valin, leucin, tryptofan atd.) smé-
fuje ke stfedu spiraly, zatim co hydrofilni karboxylové a hasické cku-
piny (asparagové kys., lysinu, argininu 2td) isou orientovany do vnéj-
§iho prosifedi. Cela molekula je v dynamické rovnovize a velkd ¢dst
jejich vlastnosti je silné ovliviiovdna vnéjsim prosticdim, Tato teoric
dava odpovéd na otizky denaturace, deformace vlivem prosticdi, Fesi
specifickou velikost molekul, atakovatelnost enzymy a mnohé jiué. Pro
jejl zavaznost jsme o ni referovali jinde [1].

Isolace a identifikace

Velkeu pomeci pfi isolaci bilkovin je mozZnost &istit tyte kompli-
kované smé&si 8asto a% do krystalického stadia. Nékolikavasabnou krys-
talisaci p¥i riznych pH rozteku je u fady bilkovin mozno dospét k vi-
ce méné homogennim preparatim, které se viemi dosavadnimi zphso-
by méFeni jevi jako jednotné. Je beze sporu, Ze vytrienim bilkovin
z jejich pfirozeného prostfedi se ¢asto u nich zpisobi zmény a destruk-
ce, takZe vysledny preparii je artefakt. Pfesto metody krystalisaéni
umeZnily dalekosihly pokrok v naSich védomostech.

Z CGisticich metod maji dnes nejvétii vyznam frakcionace siranem
amonnym v rczné koncentraci a frakcionace organickymi rozpoustédly
za nizkych teplot. V nasich lahoratofich bylo zatim pfipraveno asi 25
raznych krystalickych bilkovin a enzymt, z nichZz n&které Ize pfFipravit
pomérnd snadno ve velkych desitigramovych kvantech v laboratofi. Je
to na pf. hemoglotin, chymotrypsinogen, aldolasa, trypsin, ovalbumin,
ferritin, serumalbuminy, glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa a pod.
Pomérné dobfe jdou krysialovat i nékteré bilkoviny rostlinné. Poné-
kud obtiZzngjsi jiz je krystalisace trypsinogenu, pepsinu, chymotrypsinu,
lidského serumalbuminu, fibrinogenu, karboxypeptidasy, pepsinogenu
a insulinu.

Alkoholova frakcionace za nizkjch teplot a nizkych koncentraci
anorganickych soli je velmi elegantni,-Géinnd metoda. ktera umoZiuje
piipravu velké fady bilkovin ve velmi ¢isté formé Mi Fadu vyhod proti
klasické frakcionaci siranem amonnym, vyZaduje viak daleko peélivEjsi
prici a nakladna za¥izeni, jako chladici laznég, chlazené vysokoobratkové
odstiedivky, mrazovou sublimaci a pod. Takovou malou ukazkou vy-
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hodnosti této metody bylo pFevedeni ferritinu na apoferritin, které
jsme pred €asem popsali [2].

Chromatografické metody jsou zatim jen velmi medokonalé a hlav-
ni obtiZ, Ze tuto v jinych pfipadech Géinnou operaci neni moZno uspés-
né zatim na bilkovinné smési pouzit, je jejich nestalost ve styku s vel-
kymi povrchy a nerozpustnost v nevodnych prestfedich. Zato velmi
Géinné je déleni bilkovinnych smési v homogennim elektrickém poli.
Dosavadnimi konstrukcemi je moZno sice zpracovat jen mald mnoZstvi
latky, ale déleni je velmi jemné a dobfe sledovatelné. Existuje n&kolik
feSeni preparativnich elektrofores. Navazujice na zptsob Consde-
n @ v, umoZiujici délit nizké peptidy ve vrstvé silikagelu, vypracovali
jsme v nasich laboratofich techniku, kterou lze elektroforeticky velmi
igéinné délit smési bilkovin v agarovém gelu [3]. Nase vysledky pfFi
studiu sloZek plasmy, bilkovin vajeéného bilku, hemoglobinu, pepsinu,
ferritinu, haemocyaninu a jinych ukizaly, Ze jsou srovnatelné s klasic-
kou analytickou metodou Tiselioveu.

Chemické reakce nékterych skupin

Vedle reaktivnich skupin aminokyselinnych zbytkd, vazanych
uprostfed peptidickych Fetdzci, jsou v- bilkoviné reaktivmi skupiny na
obou koncich hlavnihe Fetézce, a to karboxylovy a aminovy zbytek kon-
covych aminokyselin. Uréeni téchto koncovych aminokyselin je nam
zichytnym bodem, umoZiujicim srovnavat jemné rozdily na p¥. mezi
podobnymi bilkovinami riznych zvifecich druht. Nejvétsi studie v tom-
to sméru byly provedeny na hemoglobinech. Vhodnou modifikaci téch-
to metod je moZno obhjasnit Fazeni v&tSiho poétu aminokyselin na konci
peptidického Fetézce. Aplikujice jednu z t&chto metod, vypracovali
jsme pro ni nové typy pomocnych délicich operaci na basi rozdélovaci
chromatografie [4] a dile se ndm podafilo pFipravit bilkoviny, substi-
tuované dinitrofenylovymi zbytky, v nativni formé& [5], zatim co dosa-
vadni postupy mély za nisledek denaturaci.

Stépeni bilkovin a peptidy

Totalni hydrolysa bilkovin na aminokyseliny je cenni z nékolika
divodd. Predné nidm umoziiuje stanovit procentové zastoupeni jedno-
tlivgych aminokyselin, které je pro bikovinu &asto charakteristické.
Nejdokonalejii amalytickd metoda, umoZiujici dnes kvantitativni sta-
noveni viech aminokyselin z 10—20 mg bilkoviny, je dnes rozdélovaci
chromatografie na $krobovém sloupci dle Mocora a Steina, spojena
s ninhydrinovou kolorimetrii.

Druhy vyznam totalnich hydrolys bilkevin tkvi v moZnosti ziskat
nékleré aminokyseliny v preparativoim méritku, Vyhodné je takto iso-
lovat ecystin, arginin, serin, glutamovou kyselinu, prelin specialnimi
postupy, vyvoj délicich metodik nam viak v budoucnu jist€ umoZni
ziskdvat obecné Fadu é&istych aminokyselin z jednoho hydroiysitu v jed-
né nebo nékolika malo operacich,
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Komeéné z konstituénich i biologickych hledisek je vyznamni moz-
nost isolevat z totalnich hydrolysatd bilkovin nové, dosud nepopsané
aminokyseliny. VyuZitim kombinovanych metod rozdélovaci chromato-
grafie, chromatcgrafie na whli a na vyméfiovadich iontd podafilo se
v na¥i laboratofi pFipravit v &isté formé& z Zelatinového hydrolysitu
aminckyselinu hydroxylysin [6].

Pracovné obtizngjsi, ale jesté dileZitéjsi neZ totilni hydrolysy jsou
parcidlni hydrolysy bilkovin na niZii peptidy. Dévaji ndm inoZnost na-
hlédnout do vnitfni siruktury bilkovin a rozvrstveni jednotlivych ami-
nokyselinnych zbytkd podél pepiidického Fetézce. Zatim existovala jen
jedna bilkovina, ve které byl Waldschmidt-Leitzem navrien
sled aminokyselin, a to protamin klupein. Parcialni hydrolysou a ana-
lysou stépnych produktd klupeinu se v nasi laboratoii podafilo doka-
zat, Ze toto schema, tradované ve v3ech uéebnicich biochemie, je
chybné [7].

Protoze k peptidim patfi velka Fada latek fysiologicky mesmirné
zajimavych (ristové faktory, texické latky, latky s hormonalnim a&in-
kem atd.,) je velmi dalezité hledat cesty k jejich Gémnému déleni.
Ackoliv dnes neexistuje néjaké obecné schema, mame k disposici velmi
uéinné operace, jako roztfepavini, rozdélovaci chromatografie, ionto-
foresy, vyméfiovaée iontt a daldi, které uréité Feleni davaji.

Zatim byla zndma konstituce pouze jednoho ptirozeného polypep-
tidu, a to Gramicidinu S. Peda¥ilo se v ném stamovit pFesné razeni péti
aminokyselin. V nasi laboratofi jsme isolovali podle popsanych metod
ze zelené muchomurky silné toxicky hexapeptid faloidin v krystalickém
slavu a pokusili se o stancveni jeho konstituce. Vzhledem k malému
mmnozstvi krystalického faloidinu (jen 17 mg) jsme pFi praci mohli
pouzit pouze mikrometodik. PFresto kombinaci parcidlnich hydrolys na
nizsi peptidy, rozdélovaci chrcmatografie, iontcforesy a spektralni ama-
lysy jsme dospéli k zavértim, na zikladé nichi bylo moinc navrhnout
pro faloidin cyklicky hexapeptidicky strukturni vzorec [8]. Jak se
z daldi price ukazuje, bude mutno tento vzorec podrobit revisi (poz.
autora).

Synthesa bilkcvin

Bylo by idealismem, ¢ekat vyFeSeni syntesy bilkovin od organické
chemie. Je nesmirn& obht‘Zné prevést syntesu vysstho peptidu s raznymi
aminokyselinnymi zbytky. Je to jeden z nejnevdéénéjlich obort orga-
nické syntesy. Pro prfipravu nizSich fysiologicky vyznamnych peptidn
je to oviem cesta nezbyiva. V naSich lsboraterich byla Gsp&iné prove
dcna syntesa fysiologicky daleZitého peptidu glutathionu mnovou cestou
[9]. Jakmile v3ak se prikroéi k syntese vysiiho polypeptidu, hromadi
se stile nepFekonateln&jsi obtiZe.

Zcela jinou cestu k syntese bilkovin volil sovétsky fysikdlni chemik
Bresler. Objevil, Ze proteolytické enzymy, které za normdlnich pod-
minek 3tépi bilkoviny na peptidy, pouzitim vysokého tlaku naopak

486



syntetisuji vysokomolekularné bilkoviny z nizkych peptidi. To otvira
uplné nové moznosti v konstituénich pracech v bilkovinifském oboru.
O této zavazné serii praci bylo referovino v naiem odborném tisku

{10].
Zavér.

Chceme-li proniknout blize k podstaté a projevim Zivota, je bez-
podminefné nutné rozvinout co nejSir§i vyzkum bilkovin, zakladni i
aplikovany. V Sovétském sevazu je tato klidova otizka fesena dnes stov-
kami vyzkumnych pracovnikéi a kaZdoroéné probihaji pracovni konfe-
rence, prinasejici pro obor bilkovin stile nové poznatky zasadniho ra-
zu. Globuldrmi strukturni teorie bilkovin, tlakova resyntesa bilkovin,
inetabolismus aminokyselin, teorie biosyntesy peptidickych vazeb, role
nukleovych kyselin a bilkovin p¥#i tvorbé koacervatnich kapek, to
jsou jen nékteré prinosy sovétskych bilkovinafskych pracovnika, které
dalekosihle rozsifuji nase dosavadni znalosti v tomto oboru.

U nas chemii bilkovin a enzymologii prakticky zadné v&tsi pra-
covisté mefesilo. Proto se tento obor stal &asti pracovni naplné Ustied-
niho dstavu chemického, jak s hlediska zakladniho vyzkumu, tak z po-
tfeb narodchospodarskych. Jedina domaci tradice, o kterou se jeho pra-
covnici mohli opFit, byla prace prof: Laufbergera, objevitele
krystalické bilkoviny ferritinu, jinak bylo nutno hledat zkuSenosti u
pracovniki zahraniénich. Dnes lze Fici, Ze prvni détské nemoci tohoto
oboru jsou za nami. Musime zde v Ceskoslovensku 3irokou spolupraci
viech pracovist, které fesi bilkovinifskou a emzymologickou problema-
iitku dosahnout zédkladnich cili: dohnat a predehnat védu kapitalistic-
kého svéta, byt schopni Fedit tkoly, které pred nds stavi naSe narodni
hospedarsivi a hledat ve svém oboru v3echny cesty, které nas ruku
v ruce se sovétskou védou povedou bliZe k socialismu a ke komunismu.
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