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Pr'o1'einy = klicové vlastnosti- Siroky
rozsah funkci

1. Proteiny jsou linedrni polymery sestavené z monomernich jednotek
aminokyselin - spontanné slozeny do prostorovych struktur

2. Proteiny obsahuji velké mnozstvi funkcnich skupin- alkoholy,
thioly, thioethery, karboxylové kyseliny, karboamidy, a dalSi
zakladni

skupiny - napr. chemicka reaktivita nezbytné pro funkci proteind

3. Proteiny mohou interagovat spolu navzdjem, s dalSimi biologickymi
makromolekulami za vzniku komplexnich struktur

4. Nékteré proteiny jsou rigidni, zatimco ostatni vykazuji urcitou
flexibilitu- strukturini elementy v cytoskeletu
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Funkce proteint

1) Katalyza - Enzymy (proteiny, které fidi a urychluji 1000
biochem. reakci, mirné podminky, teplota)

2) Struktura (strukturni materidly, poskytuji ochranu a
podporu, specifické pvlastnosti - kolagen, elastin, fibroin)

3) Pohyb (vSechny typy pohybu v bufice, aktin, tubulin, dalsi
cytoskeletarni proteiny)

4) Obrana (protekce, keratocyty v kuzi, proteiny krevni
srazlivosti-fibrinogen, trombin; |munoglobu|my)

5) Regulace (hormony inzulin, gluckagon, ristovy hormon)

6) Transport (nosice molekul nebo iontl pres membradnu,
Na+K+ATPdza, glukdzovy prenasec, hemoglobin, Ilpopr'o‘remy)

TEST
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Primary structure
amino acid sequence

Secondary structure
regular sub-structures

Tertiary structure http://en.wikipedia.org/wiki/Protein_stru
\ three-dimensional structure cture#mediaviewer/File:Main_protein_
structure_levels_en.svg

Quaternary structure
complex of protein molecules 4



Urovné& popisu organismu —
velikost proteinu

makromolekularni
latky (proteiny,
polysacharidy)

organy

jednoduché
molekuly, atomy
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Proteiny — nativni konformace

» proteiny jsou molekuly s velmi slozitou strukturou

* po syntéze polypetidu, se retézec sklada do své
prirozeneé (nativni) konformace - trojrozmeérna

N

- Stav, kdy muze protein plnit svoji biologickou funkci

- > G \funkéniprotein

nefunkcCni rozbaleny

—Biochemiepolypeptidovy fetézec 6




terciarni
struktura

protein jako celek — kvartérni struktura

[
C=0

|
NH,

ruzné urovné pohledu na proteiny

H H H H H H H CH,

-GIn-Cys-Gly-Ser-Phe- @

kostra proteinu — aminokysglineve sledand:
primarni struktura

sekundarni
struktura
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(napr. acylace mastnymi kyselinami)
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9. ubikvitinylace
_

OBR. 4-1. Schematické znazornéni zivotniho cyklu hypotetického proteinu. (1) Zivotni cyklus za¢ina
syntézou polypeptidového fetézce na rybosomu. Jeho primarni struktura je preduréena mRNA. (2) Jak
pokracuje syntéza, protein se zacina sklddat do své nativni konformace (modie). (3) Skladani mdze byt
provazeno Gpravami, jako je proteolytické stépeni od N-terminaini vedouci sekvence (Met-Asp-Phe-GlIn-Val),
nebo tvorbou disulfidovych mastka (S-5). (4) Postupnymi kovalentnimi modifikacemi maze byt napriklad
pripojena molekula mastne kyseliny (zluté) pro (5) translokaci modifikovaného proteinu do membrany. (6)
Vazba allosterického efektoru (¢ervend) muZe spustit zménu do katalyticky aktivni konformace. (7) Postupem
casu je protein poskozovan chemickymi ataky, deaminaci, denaturaci a (8) muze byt oznacen kovalentnim
pripojenim nékolika ubikvitinovymi molekulami (Ub). (9) Ubikvitinylovany protein je postupné degradovan
na jeho zakladni komponenty - aminokyseliny, které se tak stanou dostupnymi pro syntézu novych proteint,
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1) Primarni struktura

+ poradi (sekvence) aminokyselin

+ polypeptidovy retézec, ve kterém jsou aminokyseliny spojeny
peptidovou (kovalentni) vazbou

»primdrni struktura proteinu je primy obraz genetické
informace

+ zdkladni retezec, poradi a typy aminoKyselin urcuji, jak
bude protein prostorové usporadan

(napr. hydrofobni postranni retézce aminokyselin se shlukyji
uvnity proteind, aby se nedostaly do styku s vodou)

- zdména jen jedné aminokyseliny mlZe zplsobit nefunkénost
proteinu (pr. srpkovitd anemie)

Biochemie-2-2-proteiny-cz 9



Primarni struktura
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http://orion.chemi.muni.cz/e_learning/=Texty/04
-Peptidy/04-Peptidy_soubory/image019.jpg
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Peptidova vazba — trans konfigurace

Trans Cis

http://oldweb.izip.cz/ds3/hypertext/ AJDOB.htm
http://orion.chemi.muni.cz/e_learning/=Texty/04-

Biochemie-2-2-proteiny-cz Peptidy/04-Peptidy.htm 11



Peptidové vazba lezici v roviné zaujimaji torzni ahel

R, Rs R
i % S ? HI 4 P H/
\N/C\ /N\C C\N/C\C/N\C/C\ /C\C/
H ! \ H I \ H I
O p. H O H 0

2 Rz}

http://orion.chemi.muni.cz/e_learning/=Texty/04
-Peptidy/04-Peptidy.htm
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2) Sekundarni struktura

> polypetidové retézce se
sklddaji do nékolika
strukturnich prvka

» dva zdkladni jsou: a-helix
(Sroubovice) a p-sklddany
list, ale existuji i dalsi

> sekundarni strukturu
stabilizyji H-mdstky
(vodikové vazby)

Biochemie-2-2-proteiny-cz



pdb/alphahelix1.msv
pdb/alphahelix1.msv

Sekundarni struktura proteinu

* Vyjadruje mistni konformaci nek’rer'vch casti
polypeptidového retézce '

Typy:

* a helix

B sklddany list

B smycka

Vodikova vazba s et o it i o 03
mezi karbonylovou skupinou a N-H v polypeptidu

Pauling and Corey

Ptedpovédéli existenci téch sekundirnich struktur v roce
1951, nékolik let pied tim nez byla objasnéna struktura
prvniho proteinu

Biochemie-2-2-proteiny-cz 14



Primarni struktura hoveziho
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INnsulinu

First protein to be fully sequenced (by
Fred Sanger in 1953). For this, he won his
first Nobel Prize (his second was for the
Sanger dideoxy method of DNA
sequencing).
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Bovinni insulin: AMK sekvence
1953, Fred Sanger stanovil sekvenci inzulinu, meznik!

Ukazano vubec poprve, Ze protein ma piesné definovanou sekvenci
Takeé dokazano, Ze jsou pritomny pouze L-aminokyseliny spojené
peptidickou vazbou

Nyni je znama AMK sekvence > 100,000 proteinti

S —— S
A Chain I |
Gly | lle | Val | Glu | GIn | Cys | Cys | Ala | Ser | Val | Cys | Ser | Leu | Tyr | GIn | Leu  Glu | Asn | Tyr | Cys | Asn
1 /
S S
S S
| /

Phe | Val | Asn | GIn | His | Leu | Cys | Gly | Ser | His | Leu | Val | Glu | Ala | Leu Tyr ' Leu Val Cys Gly
Glu

B Chain Arg
Gly

Phe
Ala | Lys | Pro | Thr | Tyr | Phe

1950-1960 I¢ta: studie rovnéz dokazaly genetické ovlivnéni
sekvence
Kazda z 20 AMK je kddovana jednou nebo vice specifickymi
” 1 A> Biochemie-2-2-proteiny-cz http://cnx.org/resources/20a380bd2
Sekvenceml 3 HUkleOtldu' P d 28cff5ec1a23622e0d2a596/Figure
03_04_04.jpg
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a - helix
-Rigidni vlaknita struktura, : " ) i

- pravotociva spiralovita
konformace

- 3.6 AMK na jednu otocku

-Vodikové vazby mezi N-H
skupinou kazdé AMK a CO
skupinou vzdalenou o 4 AMK

- kolagen —prolin — levotociva
helix

-Nabité AMK a Try jsou
inkompatibilni s a - helix

http://biochemistrycourse.blogspot.cz/2011/05/secondary-
structure-of-proteins.html

Biochemie-2-2-proteiny-cz 17



Ferritin, zasobni forma zeleza

75% o helix

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons
/thumb/6/67/Ferritin.png/1024px-Ferritin.png

Biochemie-2-2-proteiny-cz 18



o — helix v hemoglobinu

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thum
b/3/3d/1GZX_Haemoglobin.png/1024px-
1GZX_Haemoglobin.png

Biochemie-2-2-proteiny-cz 19



' VY . H-mustky
a-helix *4 spojuji skupiny
> CO a NH uvnitr

retézce

v proteinech pravotocCiva
sroubovice

postranni retézce
smeéruji ven,

\' d@ﬁi@dﬂﬁl&l-z-z-proteiny-cz
sterickych zabran

- 4 20



pdb/alphahelix.msv
pdb/alphahelix.msv

Keratin a kolagen

tyto dva proteiny jsou slozeny ze Sroubovic, ktere se
jeste staceji kolem sebe a tvori pevna viakna

kolagen — protein

keratin se vyskytuje kosti, zubU a $lach,
napr. ve vlasech, v v tahu je pevny
7 /7 pokozce, nehtech, stejné jako ocel
i A . v v
> rohovine nebo v peri

Sroubovice stoené
4 e
A

kolem sebe tvori N i 2
}..- )“? P N N

' #
terciarni strukturu . S ) RN
Biochemie-2-2-proteiny-c2< =2



pdb/kolagen.msv
pdb/kolagen.msv

Super helix: alfa helikalné svinuta a - helix

Miize byt dlouh4 a21000 A, velmi stabilni

Helikalni struktura v té€chto proteinech zastava mechanickou roli,

Tvori pevne svazky vlaken
(A)

e e i it

(B)

TN AN Yy
X \\\3‘\ T \\“

NN

ey VYV VY % Ak
S QN “\\\\\ \‘.\\\‘m At

Fiqure 328

Funbewhiry Srvewd: bdan

Vyskyt: « myosin a tropomyosin ve svalech,

e fibrin v krevnich srazeninach,

« keratin ve vlasech, ostnech, drapech, https:/lencrypted-
kOpyteCh I‘OZiCh tbn3.gstatic.com/images?g=t

bn:ANd9GCcRKV}j5SJ2wWEX5I

+ intermediarni filamenia. (GytosksIED becny



P — skladany list
-Dva a vice polypeptidovych fetézcti
sefazené vedle sebe
-Kazdy tetézec je pln€ prodlouzeny
-Vodikové vazby mezi polypeptidovymi

N-H and CO skupin sousednich fetézct

-Paralelni (stejny smér)

-Antiparalelni (opa¢ny smér)

http://biology.kenyo
n.edu/courses/biol6
3/dna-prot/dna-
prot.htm

http://www.pnas.org/c
e ¢ ontent/98/21/11955/F6
h @5:& Jlarge.jpg

i

. -proteiny-cz
parallel antiparallel

Carboxyl! terminal ~a

Amino
terminal




Antiparalelni beta list

Retézce spojené H — mustky mezi protéjSimi aminokyselinami

http://biologicalphysics.iop.org/c%/a
rticle/lectures/46259

Biochemie-2-2-proteiny-cz
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Struktura smiSeného beta listu

=

http://biologicalphysics.iop.org
/cws/article/lectures/46259

Biochemie-2-2-proteiny-cz 26



Bohaty na beta listy

Sipky smétuji k
C- konci retézce

http://quizlet.com/15083412/bi
ochem-lecture-7-flash-cards/

Bioche




3-skladany list

postranni retézce

vyCnivaji stridave na I/ Y X
opacné strany e X YIS L o2
Fetézce, kvlli = U /}o
sterickym zabranam o &

H-mustky opét mezi skupinami CO a NH

Biochemie-2-2-proteiny-cz 28



H-mustky spojuji
sousedni retézce

/.

O D s % schematické znaceni
N T L P e , , .
Biochefnie-2-2-protgfiy-cz |~ skladaneho listu 29
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pdb/beta_hreben_schema.msv
pdb/beta_hreben_schema.msv
pdb/beta_hreben.msv
pdb/beta_hreben.msv

TItiN
nejvetsi znamy polypetidovy retezec, spolu s

aktinem a myosinem ve svalech obratlovcu C s
sklada se

prevazné ze

C — skladanych listd

mutace v
aminokyselinové
sekvenci zpusobuje
onemocnéni svalu
vcetne srdce

funkce jesté neni uplné prozkoumana —
zfrejme kontroluje Cinnost aktinu a myosinu,
prodluzovani a zkracovaicisarkesmediy-c 30


pdb/titin.msv
pdb/titin.msv

Otoceni, vlasenka

H- mustek

http://quizlet.com/150834
12/biochem-lecture-7-
flash-cards/

Biochemie-2-2-proteiny-cz 31



B - otoCeni

http://e106.life.nctu.edu.tw/~hwhuang/dssp/
type2turn.gif

Biochemie-2-2-proteiny-cz 32




Supersekundarni
struktury

@ (b) (©

e Globularni
proteiny: -
kombinace a-helix
and b-listu

Fig 2.14 Some of the commonly occurring folding motifs in proteins.

(a) aa, (b) BB, () af, (d) Bap, (¢) PaPo, (f) oy (four helix bundle motif), (g) (af)s

http://ictwiki.iitk.ernet.in/wiki/im
ages/thumb/Rbr79.png/480px-
Rbr79.png

Biochemie-2-2-proteiny-cz 33



3) Terciarni struktura

+ usporadani sekunddrnich struktur v prostoru
» skldddni proteind v prostoru ovliviuji
predevsim interakce postrannich retézcd
aminoKyselin

» sekunddrni struktury nejsou spojeny
kovalentne

+ stabilizuji je: H-mustky, elektrostatické
interakce (iontové sily, dipal-dipdl), van der
Waalsovy interakce, disulfidové vazby,
hydrofobni interakce

Biochemie-2-2-proteiny-cz 34



Disulfidovy mustek a vznik cystinu

—CH— jednoducha
kovalentni
_ vazba
postranni fetézce oxidace
cysteinu v proteinu + - >
redukce
vyrazna stabilizace
—CH— terciarni struktury
—CH— proteinu

& SH Skupina se oxiduje a redukuje tak jine latky, napr. H,O,
— boj proti oxidativhimu stresu (glutathion)

Biochemie_z_z_proteiny_CZ OXidace a redUKce diSUIfidOVéhO mLoJStkU
je principem ucCesu zvaného trvala.



Interakce terciarni /pOIypegg;Zg
struktury

~CH HC—
\CHa |

hydrofobni
interakce

/....\
\ -0
H

b P

solny mUstek

N’
N
H
__ Y >

-
- =)
vodikové Biochemie-2-2=protein 36
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Trypsin

pankreaticky enzym
$t&pici bilkoviny, které /
uz castecnée natravila

kKyselina chlorovodikova

1

terciarni struktura trypsinu —
prostorové usporadani motivu

sekundarni struktury: a-helixu a
SklédanYch listll Biochemie-2-2-proteiny-cz 37


pdb/trypsin1.msv
pdb/trypsin1.msv

4) Kvartérni struktura

- vétdina proteint se sklada z
vice nez jednoho
polypetidového retézce

- uspordadani retézct v
prostoru - kvartérni
struktura

Proteiny se zpravidla skladaji tak, Zze hydrofobni zbytky
aminokyselin jsou uzavrené uvnitr a hydrofilni ¢asti jsou na
povrchu proteinu. Zalezi vsak na prostredi, ve kterem se protein

nachazi (vodny roztok, membrana ...).
Biochemie-2-2-proteiny-cz 38


pdb/human hemoglobin 1BBB.msv
pdb/human hemoglobin 1BBB.msv

g} Hemoglobin — prenasec O, a CO,

B - podjednotky

hemové skupiny
s atomy Fe

sklada se ze 4
podjednotek

4 Biochemie-2-N@BRii§-d4zavien uvniti podjednotkyg
o - podjednotky v hydrofobnim prostiedi


pdb/hemoglobin_ligand.msv
pdb/hemoglobin_ligand.msv

Shrnuti: struktura a funkce
proteinu

Proteiny jsou nejvSestrannéjSimi
makromolekulami v Zivych systémech

a maji kliCové funkce v podstaté ve vSech
biologickych procesech

Pleated sheet Alpha helix

Secondnry prolam slmdum
when the saquence of amino acids
| k d by hydrogen n. nds

~"_ Pleated sheet

Ten ary prohln structure
a‘t.at ns are pes—

D—'lieaalph"ﬁ and pleatad shea

3.1 Proteiny se skladaji z 21 AMK
3.2 Primarni struktura: aminokyseliny spojené peptidovou vazbou
tvoti polypeptidovy fetézec
3.3 Sekundérni struktura: polypeptidové fetézce se sbaluji do pravidelny
struktur jako alfa helix, beta list, & obraty & smycky
3.4 Terciarni struktura: ve vod¢ rozpustné proteiny se sbaluji
do kompaktrnich struktur s nepolarnim jadrem
3.5 Kvartérni struktura: polypeptidové fetézce se mohou seskupovat
do vice jednotkovych struktur

3.6 Sekvence aminokyselin v proteinu urcuje jeho trojrozmérnou strukturu _ _
http://www.brighthub.com/science/g

enetics/articles/21915.aspx

g— Alpha helix

Quatcmary pro(eln structure
a protein consisting of more than one
amino acid man

Biochemie-2-2-proteiny-cz 40



Proteiny jako promenlivé struktury

« kazdy protein ma urcCitou prostorovou strukturu (z ni plyne
jeho funkce)

* struktura neni P
neménna — po aktinové viakno” A iam se
navézém’ néjaké ;112?_"0\& hlawg::ix 7 T vaze ATP
latky (ligandu) se AR, T
muUzZe prostoroveé
usporadani
pozmenit

J
i

myosinové vlakno #*

e pr.: hemoglobin, princip svalového stahu a mnoha

e nZym atl Ck)"Ch rea kC ’|3iochemie-2-2-proteiny—cz 41



Skupiny proteint

» proteiny jsou velka skupina latek

* rozdélujeme je do mnoha skupin podle
rdznych hledisek:

podle tvaru (globularni a fibrilarni)
podle sloZzeni (jednoduché a slozené)
podle funkce (strukturni, regulacni,
zasobni, signdlni, receptorové,
enzymy a mnoho a mnoho dalSich)

Biochemie-2-2-proteiny-cz 42



VIakno nebo klubko

priklady: keratin, kolagen,
fibroin (hedvabi), elastin

L, , .. (elastické vazy, stény plic
f||,:>r‘l.|0,r'nl proteiny e atd..), fibrin (sraZeni krve,
vlaknité, nerozpustne ve vodé = na obr.)

proteiny kize, slach, kosti

globuldrni proteiny 3
@ —_ Kkulovité, ve vodé rozpusthé

enzymy, transportni proteiny,
receptory, imunoglobuliny

_ priklady: hemoglobin, titin, trypsin,
¥ alkohol dehydrogenaza (na obr.),

N\ aktin, myosin
==\_~ Biochemie-2-2-proteiny-cz 43


pdb/alkohol_dehydrogenasa.msv
pdb/alkohol_dehydrogenasa.msv
pdb/fibrin.msv
pdb/fibrin.msv

Vldknité a globularni proteiny

- VLAKNITE - Vysoky podil sekunddrnich struktur (a-
helix, b-list)
- dlouhé tycovité, ploché molekuly,

- Nerozpustné ve vodé, fyzikalné tuhé, keratin (kuze, vlasy,
nehty)

- a-keratin, kolagen, fibroin (hedvabi)
- STRUKTURALNI, OCHRANNA FUNKCE

GLOBULARNI

- kompaktni sférické molekuly, vétSinou ve vodé rozpustné,

- DYNAMICKA funkce: ENZYMY, imunoglobuliny,
TRANSPORT

- dutiny, Stérbiny - komplementarni k LIGANDU
- HemOQIObin Biochemie-2-2-proteiny-cz 44



a-keratin
Vlasy, vina, kiiZze, nehty
a-helikadlni polypeptidy
3 a helicalni retézce - levotocliva
superhelikdlni struktura - protofibrila

Microfibrila

Macrifibrila - \
AA- ne prolin, Ala, Leu; vnéjsi zbytky - )
ve vodé nerozpustné; tvrdy keratin - g
disulfid (oxidace)...

http://dwiputranto.files.wordpress.com/
2008/06/picture2.png

Biochemie-2-2-proteiny-cz 45



Kolagen

* Hojné se vyskytujici u obr'a’rlqnﬁb\'\E
» Bunky pojivové tkaneé, sekretovan do
extraceluldrni matrix

+ Vlyskyt: kize, kosti, $lachy, krevni cévy

- 3 levotocivé sroubovice, zatocené kolem sebe —
pravotocivd superhelix

+ AA - 30% glycin, 30% prolin, 4-hydroxyprolin

* ER hydroxylace Pro a Lys

+ Opakovani tripletd: Gly-X-Y (XY ¢asto Pro,
Hydro-Pro), Y - hydroxy-Lys

Biochemie-2-2-proteiny-cz http://www.biog1445.org/med46
ia/collagen.jpg



Proteiny jednoduché a slozené
* proteiny F‘j‘sou biologicky aktivni jen ve svém nativnim

stavu mohou byt a) jednoduché, b) sloZzené
a) makromolekula tvorena b) protein ma 2 slozky:
jen polypeptidovym retezcem polypeptidovy retezec a

(v nativni konformaci)

. Nebilkovinnou slozku

pr.: fibrilarni proteiny, alouminy

(proteiny krevniho séra), histony
(v jadre se vazou na DNA) transferin —
prenasi v tele
atomy zeleza
(nebilkovinna

slozka)

pf. slozenych proteinu:
glykoproteiny (cukerna slozka), <%
lipoproteiny (lipidova slozka) 848>

myoglobin
skladovani kysHku
ve svalech




K ¢emu slouzi proteiny v organismech?
(rozdéleni dle funkce)

Proteiny zastdvaji mnoho a mnoho rozdilnych roli:

1) biokatalyzatory (enzymy) - pepsin, trypsin a
dalsi travici enzymy, DNA-polymerdza (syntéza
DNA), alkohol dehydrogendza (odbourdvani
alkoholu)

2) strukturni proteiny - mechanickd podpora
bunék a tkani; pr.: keratin (vlasy), elastin a
kolagen (vldkna ve slachdch a vazivu), aktin
(plasmatickda membrdna bunék) Al

Biochemie-2-2-proteiny-cz



Dalsi funkce proteinu

3) 'rr'cmspor"rm pr'o1'emy prendseji t\ h
po téle ruzné latky pr.: hemoglobm "
transferin, albummy

krevnim séru prenos |IpldU)

cyfochrom c (prenos elektrony v $u
dychacim retézci)

~ 4) pohybové proteiny - napr.
1 myosin, ale i dalsi (kinesin
f) pohybuje organelami v burikdch)

Biochemie-2-2-proteiny-cz 49




Dalsi funkce proteint

5) zdasobni proteiny - ferritin uklada Fe v jatrech,
ovalbumin (zdsoba aminokyselin ve vajecném bilku),
kasein (zasoba aminokyselin pro novorozence v
mléce)

—& i\ 6) signdini proteiny - nékteré hormony
FURAR

(napr. insulin) a ruastové faktory jsou
proteiny

7~ 7) receptory - rhodopsin v o&ni sliznici a mnoho
. dalsich receptort v membrdndch bunék

8) proteinové jedy - napr. bakterie Vibrio cholerae
syntetizuje protein — toxin zpusobujici choleru, nebo hadi
Jedy Biochemie-2-2-proteiny-cz 50

a dalsi a dalsi proteiny a funkce..



Konformace pr‘O‘l'einﬁ 3D struktury

Konformace proteint (kovalentni vazby, volnd rotace,
neomezeny poCet konformaci)

Kazdy protein ma specifickou chemickou nebo strukturdlni
funkci, Z Cehoz plyne, Ze md kazdy jedine¢nou 3D strukturu

Prostorové usporadani atomi v proteinu, rotace
kolem jednoduchych vazeb, termodynamicky
stabilnéjsi,  nizsi Gibsonova volnd energie

Nativni proteiny

» Proteiny jsou stabilizovany riznymi SLABYMI interakcemi

* Hydrofobni interakce jsou nejcastéjsi - globularni formy
rozpustnéjsich proteind

- Vodikové vazby a iontové vazby vyuZivaji riznorodé struktury-
termodynamicky stabilnéjsg. . .. 6-2-2-proteiny-cz 51
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Pét tezi 0 3D strukture proteinu

3D struktura je dana sekvenci aminokyselin
Funkce proteint zaleZi na jejich struktuie

Izolovany protein zaujima 1 nebo malé mnozstvi
stabilnich strukturnich forem

Nejdulezité)si sily — nekovalentni interakce

Bézne¢ strukturni vzory

Kazdy protein ma svou 3D strukturu, ktera odrazi jeho
funkecil.

Biochemie-2-2-proteiny-cz
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Alternativni konformace: kontext

Terciarni interakce (mezi vzdalenvmi zbytk) obliviiuji sekundarni strukturu

Stejna sekvence

beta list alfa helix

http://www.learner.org/courses/p
hysics/visual/img_half/protein_f 53
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Interakce stabilizujici terciarni
strukturu

Hydrofobni interakce (hydrofébni postranni
fetézce — blizkost, vylouCeni vody, sbalovani
globularnich proteini)

Elektrostatické interakce mezi 1ontovymi
skupinami

Vodikove vazby
Kovalentni vazby (disulfidické mistky)

TEST

Biochemie-2-2-proteiny-cz 54



TERTIARY STRUCTURE

Hydrophobic
interactions

Polypeptide
backbone

Sy Ly = /e

Hydrogen

CH, —§—S—CH,
Disulfide bridge

lonic bond https://kimberlybiochemist.fil

es.wordpress.com/2013/03/ter
tiary_structure.jpg
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TEST

Tertiarni struktura, myoglobin, schématicky

Heme Prevlada Ot-heliX,
[P celkem = 8 helix
(75% hlavniho fetézce)

' Prosteticka (pomocna)
\, skupina pro vazbu O,

a-Helix
Hemova skupina je
L4 protoporphyrin IX,

& centralni atom zZeleza
by~ B-Turn

a-Helix
http://plaza.ufl.edu/tmullins/BCH3023/i
mages/CH20/F2012 jpy
http://chemed.chem.purdue.edu/genche
m/topicreview/bp/1biochem/graphics/13 Biochemie-2-2-proteiny-cz

Qif
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Zastoupeni AMK v myoglobinu

Povrch, hlavné nabité AMK. Uvnitit, hlavné hydrofobni AMK

Zluté: hydrofébni AMK
. http://1.bp.blogspot.com/-

Modré: nabité AMK jJgoNdNEXQQ/TeaJAIOCZol/AA
Bilé: ostatni AMK : : : AAAAAAAFO/C]-
Biochemie-2-2-proteiny-cz 4wQkD5k/s1600/figure+1.jpg 57



Porin: “naruby”

Membranovy protein

Water-filled La rgelyertyec:irgrphoblc
hydrophilic channel
http://1.bp.blogspot.com/-
mhX100TP-
tQ/TeaJMY8Yehl/AAAAAAAAAG

Biochemie-2-2-proteiny-cz

A/VjqbcKLtjMo/s1600/figure+4.jpg
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Kvarterni struktura, tetramer

Lidsky
hemoglobin,

Dv¢ alfa (Cervenc)
Dve¢ beta (zlut€)
Podjednotky;,

4 hemové skupiny

Biochemie-2-2-proteiny-cz
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Denaturace ~ ztrata
prostorového usporddani

ztrata nativni konformace - postupné naruseni vazeb
kvartérni, terciarni a sekunddrni struktury
(H-mustky, Van der Waalsovy a hydrofobni interakce,
disulfidové vazby, ...)

poruseni nekovalentnich vazeb

skladani
peptidové vazby zUstanou proteinu
zachovany (zbude - >
heusporddany denaturace

polypeptidovy Fetézec)

Biochemie-2-2-proteiny-cz 60



Denaturace

Denaturovany protein ztrdci svoji biologickou aktivitull

- nevratna - protein se nemuze slozit do své nativni
konformace, jeho prostorové usporadani je dplné
narusené

+ vroztoku pak dojde k agregaci molekul denaturovanych
proteint (dusledek naruseni vyssich struktur) - vznikd
srazenina

denaturaéni ¢inidla: teplota
tézké kovy, soli
silné kyseliny a bdze
nekterad organickd rozpoustédla
redukcéni ¢inidla (mocovina)

\X4
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Vyuziti denaturace

+ vareni - vareni hapomahad trdveni proteint -
harusuje prostorové usporddani proteind,
trdvici enzymy pak mohou snadnéji stépit
peptidové vazby v zdkladnim retézci

+ vyzkum

Biochemie-2-2-proteiny-cz




vratnd denaturace - vysolovani

heni denaturace

nenarusuje se kvartérni, tercidrni, sekunddrni
ani primarni struktura

vratné

zplisobeno pridavkem nékterych soli -
rozpoustéji se ve vodé, 'vychytdvaji' molekuly
H,O, které predtim rozpoustély molekuly
proteinu

ten se vysrdazi z roztoku ve formé svého
krystalu - zdkladni metoda izolace proteinu

Biochemie-2-2-proteiny-cz
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Denaturace a sbalovani proteint

Denaturace - ztrata 3D struktury

- Castelné sbaleny stav
Fyzikalni podminky - T, teplo, mechanicky stres (péna -
vajecny bilek)
Chemické podminky:
extrémni pH (silné kyseliny a zasady),
Organicka rozpoustédla (alkoholy, aceton),
Urcité roztoky - mocovina, chlorid guanidinu,
detergenty
Koncentrace soli, tézké kovy (Pb, Hg-anémie)
Setrné odetieni - ne kovalentni vazby

NemUSi b},"r e kV I va I enTni3iochemie-2-2-proteiny-cz 64



Sekvence aminokyselin ovliviiuje 3D strukturu

Denaturace &

Bovinni ribonukleasa, 1950, C. Anfinsenova prace renaturace

Woreneet®”
50

4 disulfidické vazby
124 AMK

http://oregonstate.edu/instruct/bb45
O/spring14/stryer7/2/figure_02_5%g

Pg



Redukce disulfidické vazby

beta-mercaptoethanol, redukovany

Excess
H>
C/C\S/H
H, H

— = \ — S
Protein | > | Protein

H/O\\

o ¢ &2 o "
H \t//\\\ S//’\\C/ “H
oxidovany

http://oregonstate.edu/instruct/bb
450/springl4/stryer7/2/figure_02 66
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Denaturacni ¢inidlo, mocovina

Cu)
C
H,N”~ “NH,

http://0.tgn.com/d/chemistry/1/7/x/E/1/Ure
Biochemie-2-2-proteiny-cz a.jpg 67



Denaturacni ¢inidlo, chlorid guanidinu

*NH, CI

HoN NH-

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/
commons/3/3a/Guanidinium_chloride. 68

Biochemie-2-2-proteiny-cz
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Denaturacni ¢inidlo, beta mercaptoethanol

H>
HO\C/C\S/H
H,

http://classconnection.s3.amazonaws.
com/956/flashcards/1438956/png/bet 69

Biochemie-2-2-proteiny-cz
proteiny a1334412888105.png



40

Ribonuclease: reduction & denaturation

72

Native ribonuclease

C/ 65 B-mercaptoethanol 110

8 M urea and

Denatured reduced ribonuclease

http://oregonstate.edu/instruct/bb450/spri

Biochemie-2-2-proteiny-cz ngl4/stryer7/2/figure_02_53.jpg
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‘Patologické dusledky poruseni
konformace proteind

= Prions
» Alzheimer disease
= Beta-Thalassemias

= A prion in the Scrapie form (PrPSc) is an
infectious agent composed of proteinina
misfolded form.

Biochemie-2-2-proteiny-cz
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http://en.wikipedia.org/wiki/Scrapie
http://en.wikipedia.org/wiki/Infectious_agent
http://en.wikipedia.org/wiki/Protein
http://en.wikipedia.org/wiki/Protein_folding

Zaklad prionové teorie

Nervovée bunky savcu obsahuiji tzv. prionové bilkoviny (v angl. literature je asta zkratka
PrP, pfipadné PrPC pro zdravou bunécnou bilkovinu). Ma se za to, Ze tyto prionové
bilkoviny hraji vyznamnou ulohu pfi odpocCinku a spanku.

Prion (PrPSC) predstavuje vadnou formu této normalni bilkoviny, od které se odliSuje
rozdilnou konformaci (prostorovym usporadanim). DUsledkem této zmény konformace je
mimoradna odolnost vudi riznym fyzikalnim vlivim, prakticky absolutni odolnost proti
Stépnym enzymum odklizejicim vadné bilkoviny a schopnost navazovat se na zdravé
formy prionovych bilkovin a konvertovat je na svoji vadnou formu. Nasledkem je, ze se v
buiice hromadi rostouci chuchvalce propojenych vadnych molekul prionové bilkoviny,
kterych se burika nedokaze zbavit, posléze je zcela zaplnéna a uhyne.

Predchozi Cast teorie je obecné pfijimana. Navazujici ¢ast je sice pfijimana vétsinou
odbornikl, nicméné ne absolutné. Ta pfedpoklada moznost prenosu prionovych
onemocnéni potravou nejen mezi jedinci jednoho druhu (coz je téz obecné prijimano — v
pripadeé nemoci kuru se to ma za dostatecné podlozené), ale i mezi jedinci riznych druhu,
zejména pak se zdUrazfiuje pfenos ovce (scrapie) — krava (bovinni spongiformni
encefalopatie) a krava (BSE) — Clovek (nova varianta CJD). Zde maji néktefi védci vyhrady
a nepovazuji tuto €ast teorie za dostateCné prokazanou.[

K pfenosum mezi druhy existuje nékolik predpokladanych obecnosti:

Sance na prenos mezi druhy je pfimo umérna podobnosti prionovych bilkovin obou druh
nejvetsSi Sance na prenos skyta konzumace mozku €i jinych vysoce inervovanych tkani
masozravci jsou obecné odolngjsi proti pfenosu nez bylozravci.
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Ovce
http://cs.wikipedia.org/wiki/Scrapie
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Teorie
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http://cs.wikipedia.org/wiki/B%C3%BDlo%C5%BEravec

Posttranslacni modifikace proteind

*Po syntéze proteinu je ¢asto k molekule pripojena nebilkovinnd sloZka.
‘Nékterd OH skupina postranniho retézce (Ser, Thr...) je fosforylovdna.
‘Prres dusik (Asn) nebo kyslik (Ser, Thr) je pripojen oligosacharid
(glykoproteiny)

-Je pripojen acyl mastné kyseliny (lipoprotein), nebo isotrenova skupina
(zakotveni proteinu v membrdné)

-Je pripojena prosteticka skupina nutnd pro katalytickou funkci (organicka

5 molekula, iont kovu ...)
Cdstelnad proteolyza (inzulin, zymogeny (pepsinogen, chymotrypsinogen ...,
virové proteiny)

Zajimavé linky:
3D modely proteind
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/structure
napr. enzym aldolasa
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/mmdb/mmdbsrv.cqgi?uid=69559
Nutné je mit nainstalovan plug-in modul Cn3D:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml
Aplikace umoZhujici porovndvat sekvence proteint
hitp://www.ialview.org/examples/applets himl
http://www.wehi.edu.au/education/wehitv/
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Konecné Upravy: kovalentni

modifikace

e
OH
- HO
OOC i HN NH
H/COO C—O |

HO. H, =

TR ¢ O S
HzC\N>}‘/ e >\( R ! >\H/

\ o
Hydroxyproline y-Carboxyglutamate Carbohydrate-asparagine

adduct

Pozménéni funkce po modifikaci AK

Phosphoserine

Biochemie-2-2-proteiny-cz
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Hydroxyprolin

Hydroxylace prolinu

Hydroxyproline

Biochemie-2-2-proteiny-cz

stabilizuje vlakna
kolagenu v

kosti a pojivové
tkane.

Kurdéje: vitamin C
nedostatek, vede k
nedostate¢na
hydroxylace
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gamma-karboxyglutamat

Karboxylace glutamate v bilkovinach

karboxylace
glutamat v
protrombinovy
(srazeni bilkovin)

vitamin K
nedostatek vede k
nedostate¢na
karboxylace, a
krvaceni

v-Carboxyglutamate

Biochemie-2-2-proteiny-cz
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Modifikace cukry - asparagin

Pridavek cukru
déla bilkoviny
vice hydrofilni,
a interaktivni

S jinymi proteiny

Carbohydrate-asparagine
adduct

Biochemie-2-2-proteiny-cz
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J:osforylace serinu, threoninu, & tyrosinu

2- -hormony,
0. /O a rustové faktory
03P |
\ fosforylace je

reverzibilni, a tim pusobi jako,
reverzibilni spinace pro
regulaci bunecné

procesy

Phosphoserine

Biochemie-2-2-proteiny-cz
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‘ Green fluorescent protein (GFP)

Internal rearrangement and oxidation of Ser-Tyr-Gly; fluorescence

(A) HO
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'Denaturace a folding proteinu

= Denaturace je zména 3D struktury proteinu
vedouci ke ztraté jeho biologicke aktivity. Je
mozna renaturace (refolding), coz je diikkazem,
ze spravna 3D konformace fetézce je dana
jeho primarni strukturou.

= Konformace prionového proteinu: vlevo
nezdrava, vpravo zdrava

= Aby pii syntéze nékterych proteini bylo
dosazeno vysokého vytézku spravné sbalenych
molekul je nutny tzv. asistovany folding, kdy
je spravné sbaleni podporovano skupinou
specializovanych proteinti (enzymt) zvanych
chaperony.
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Skladani proteinu

= Molecular chaperones- correct folding

= HSP/0

(1) DnaJ binds to the
unfolded or partially
folded protem and
then to DnaK.

e
4
Ly
Unfolded
protem

To GroEL
system

& p

pe
Folded Sl
protein 0 't
{native L'
conformation ) '{‘L‘IJ
{ ,_.f"
+
AP
(@) ATP binds to
DneKend the
profon dissociatos.

FIGURE 4-30 Chaperones in protein folding. The cyclic pathway by
which chaperones bind and releaze polypeptides is illustrated for the
£ coli chaperone proteins DnaK and Dral, homologs of the eukary-
ofic chaperones Hsp?0 and HspdO. The chaperones do nat aclively
promeate the folding of the substrate protein, but instead prevent ag-

Fegation of unfolded peptides. For a popu lition of polypeptides, some

(@) DnoJ stimulates ATP
2P; hydrolyeis by DnaK.
DnoK-ADP binds tightly
to the unfolded protein.

GrpE

ADP 4+ GipE (+ Inad 7
&'

(3) In bacterio, the
nuckotide-sxchange
factor GrpE stimulates
relooso of ADP

fraction of the polypeplides released at the end of the cycle are in the
native conformation. The remainder are rebound by DnakK or are di-
verled to the chaperonin system (GroEL; see Fig. 4-31). In bacteria, a
protein called GrpE interacts trarsiently with DnakK late in the cycle
(step (7)), promoting dissociation of ADP and possibly Dna). No eu-
karyctic analog of GrpE is known,

DIVUULIITIHTHITC L= JIVLICHNIyTuLL
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Chaperon

je specialni protein, ktery v bufice pomaha skladat vétSinu bilkovin do jejich
spravného prostorového usporadani. Tim tedy témto proteinim umoznuiji
vykonavat jejich funkci v burice. Chaperony se vyskytuji jak v eukaryotickych
bunkach, tak i u bakterii a v mitochondriich.[1]

Chaperony jsou strazci, ktefi kontroluji a zabezpecuji spravnou prostorovou
strukturu proteint a brani vzniku nespravnych vazeb. Chaperony hsp60
dokonce umi Spatné sbalené proteiny opét rozbalit.

Je znamo, ze funkce bilkovin obecné neni dana pouze jejich primarni
strukturou, ale z velké Casti takeé terciarni strukiurou. Pravé slozeni do této
terciarni struktury je kontrolovano z velké Casti chaperony. V podstaté se jedna
o dosazeni optimalni prostorové organizace molekuly proteinu. Chaperon vSak
ngm’ soucasti vysledneho proteinu, nybrz se po vykonani sve Cinnosti opéet
odpoji.

Jak molekulové chaperony funguji, neni zatim dostate¢né dobfe znamo, ale
nekteré z nich jsou ATPazy, ktere se vazi k proteinim, a tim umoznuji jejICh
uvolnéni za vzniku energie v podobé ATP. K vyznamnym molekularnim
chaperontim patfi tzv. proteiny tepelného $oku (heat shock proteiny).

Biochemie-2-2-proteiny-cz
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Adenosintrifosf%C3%A1t
http://cs.wikipedia.org/wiki/Heat_shock_protein

Chaperony

Partially folded

14 ane GroES and ADP

Dissociation of

Foldéing cycle
repeated until foiding
is compieted

ATP hydrolysis

Chaperonin :
system: polypeptide
ADP
GroEL —<
1
GroES
Peaptide enters
14 ADP
{(Rotate 1807)
Q
Native protein

Properly folded protein
is released into the cytosol.
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