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Aminokyseliny

« Zakladni stavebni jednotky
proteinu

« Prenos nervoveho signalu,
biosyntéza molekul

« 21+2 zakladnich aminokyselin
* Dbakterie f-Met
» prokaryota Pyl

« 8 esencialnich AMK
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Chemicka struktura AMK

« Aminoskupina:
* N-konec kyseliny
* N s volnym e parem (tvorba H-mustku)
* Rozpustna ve vode
» Bazicke vlastnosti (vazba p* NH;*)
« Karboxyskupina:
* C-konec kyseliny
» C=0 ketoskupina, C-OH hydroxyskupina
» Donor p*, e je stabilizovan delokalizaci naboje

Rozdéleni aminokyselin dle zapojeni

do metabolismu:

* Glukoplastické: moznost syntetizovat glukdzu,
zapojeni do metabolismu sacharidd (Ala, Gly, Ser,
Asp ...)

» Ketoplastické: vnik keto-latek, zapojeni do
metabolismu lipid{ (Leu, Lys, ...)

* Neékteré AMK mohou vystupovat jako oboji (Tyr,
Trp, Phe, ...)
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Stereoizomerie AMK

- LaD enantiomery (;02‘ =)
« Centrum chirality — C, Hy+N C:cx~—H | He— C:(l"'—NH:;'*
* Dvé zrcadlové symetrické konformace :
- Opticky aktivni latky CHj i CHj
 Staceni roviny polarizovaného L-(+)-Alanine E D-(~ }-Alanine
svétla E

AMK v proteinech v L-formé
D-forma (rezistence vuci proteazam)

* pfi posttranslacnich upravach za
pomoci enzymu v ER (pfechodna

forma)
» Peptidoglykanové steny bakterii
» Antibiotika
HI
Glycin ma rovinu H | | o
. e gy B | _#
symetrie a neni tudiz N—CrC
opticky aktivni (jako H” 'l MOH
jedina biogenni AMK). H:




AMK jako amfolyt
« Amfolyt:
* latka nesouci kyselou i zasaditou funkcni skupinu (H,N-AMK-COOH)

» P¥i urCitém pH (izoelektricky bod) — Ob& funkéni skupiny disociovany -> elektricky neutralni
molekula (zwitteriont,amfiont)

 AMK:
 -NH2 - slaba zasada pfi pH pod 2,2
 -COOH - slaba kyselinou pfi pH nad 9.4
» Typ postranniho rfetézce — ovlivnéni pl (vez naboje, bez pohybu v elektrickém poli — identifikace AMK)
* Mezi témito hodnotami muze dochazet k vyskytu obou forem

@ ®

NH, NH, NH,
R—C—COOH +«<—= R—C—COO <+<— R—C—COO
| | |
H H H
kationt zwitteriont aniont
—
low pH pH high pH
pl (izoelektricky bod)
pl = ZEH2

Kazdda AMK ma jiny izoelektricky bod!




Glycin: OH
* Nejmensi AMK, bez chiralniho C H2N

* Hydrofilni i hydrofobni O
Alanin: 0

. D-forma — bakterialni sténa, moisti Zivogichove  H.C
(korysi, mlzi,...) osmolyt OH

« Meziprodukt metabolickych drah NH,
Valin: CHs O

« Esencialni AMK

+ Hydrofobni interakce v proteinech H,C OH
Leucin:

- Esencialni AMK NR O

* Nepolarni, hydrofobni, tvorba leucinového zipu H CM

« Stimuluje narust proteinl ve svalech 3 | OH
Isoleucin:

* Esencialni AMK

* Nepolarni, hydrofobni
» Avokado, papaja, olivy, jedlé kastany, kokosy




Fenylalanin:

o)
« Esencialni AMK
« Hydrofobni, aromaticky kruh jako chromofor (absorpce O
ry s NH,
UV zareni)
« Tvorba neurotransmiteru
Tyrosin: o
« Esencialni AMK
OH
« Prfenos signalu mezi proteiny v bunce (de/fosforylace -> "
zmeéna konformace -> de/aktivace funkce) HO ’
« Derivaty Tyr: katecholaminy, hormony S§titné zlazy,
melanin,...
Tryptofan: o)
« Esencialni AMK s indolem OH
 Derivaty Trp: serotonin, melatonin, nikotinamid HN | NH,
Threonin: OH O
« Esencialni AMK se 2 chiralnimi uhliky ch/H)LOH
Serin: NH,
O

* Polarni, hydrofilni

« Signalizace mezi bufikama
., , HO OH
« V aktivnich centrech proteaz

NH,



Cystein:

o)
« Nukleofilni SH skupina
+ Vznik disulfidickych mustkdi oxidac HS/\‘)LOH
* Antioxidant, v enzymech na sebe vaze kovy ek
Methionin:
« Esencialni AMK, nepolarni, hydrofobni O

« Start kodon pfi syntéze proteinu -> Met 1.AMK v proteinech 5 57 S\/\#J\OH
Prolin: ’

« Specificka AMK — sekundarni amin
« Polarni, hydrofilni H

« Tvorba rigidni struktury a zména smeru proteinového
fetézce (-otaCka proteinu)

» hydroxylaci vznika hydroxyprolin - v kolagenu
Histidin:

« Esencialni AMK

« Soucast aktivnich center enzymu — vazba kovu

* Prostfednik pfenosu naboje (hydzolazy, transferazy) H2N
Lysin:

 Esencialni, bazicka AMK

« Posttranslacni modifikace - methylace, acetylace,
fosforylace,...




Asparagova kyselina: Q
« Slaba kyselina OH
-V katalytickych mistech proteaz - vazba kovl (Zn) nN
Asparagin: OH
«  Polarni, hydrofilni AMK Q

« Vytvafi H-mustek mezi postranni skupinou a kostrou NH,
proteinu, 0

« Vyskyt v aktivnich mistech proteina.
Glutamova kyselina (glutamat):

« Slaba kyselina

« Prenos NH, skupiny v proteinech - vznik glutaminu HO OH
Glutamin: NH;

« Polarni, hydrofilni AMK 2 9

* Regenerace svalovych viaken, podpora tvorby HzNWOH
glukozy y
Arginin: N _ANH
* Polarni, bazicka AMK ’ NJ:;O/ NH,
2

« Ucast pfi tvorbé H-mustk( OH
« Vaznost negativné nabitych molekul o)
Selenocystein:
« Zakladni stavebni prvek selenoproteinu HSe OH
NH,

« SilngjSi redukéni aktivita nez u cysteinu



Vznik proteinu

» Peptidicka vazba R-CO-NH-R:
« Vazba mezi karboxyskupinou jedné AMK a aminoskupinou druhé AMK
* Odlouceni molekuly vody — dehydratace
« Endergonicka reakce — nutnost dodani energie z ATP

* AMK -> peptid -> protein (bilkovina)
» Oligopeptid - do 10 AMK
» Polypeptid — polymerni struktura do 100 AMK
* Protein — dlouhy retézec AMK, vysoka molekulova hmotnost
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Struktura proteinu

Rada za sebou peptidickou vazbou spojenych AMK — kostra
Vyc&nivajici zbytky postrannich fetézcu — charakter proteinu

Koncove cCasti:
« N-konec — zakon&en aminoskupinou o R P
v ; C CH N C O-
» C-konec — zakon&en karboxylovou skupinou o i \Tl;/ <(|3H/ i \ﬁ/
o) o
N terminus J:h Rs C terminus

Diky rozdilné struktufe — mnoho specifickych funkci
« Strukturni a podpurna funkce

 Enzymaticka katalyza, hormony, energeticka regulace, transport
latek, pohyb, pfenos informaci, imunita

" x . "y PRIMARY TERTIARY QUATERNARY
Urovné strukturniho slozeni: STRUCTURE STRUCTURE STRUCTURE
1. Primarni struktura P—-
Adids & & %
2. Sekundarni struktura Y W3 - @G PL 5- sheets
o s “‘“‘; - N
3. Terciarni struktura / - & —
4. Kvartérni struktura ey

(- helices (- sheets



Primarni struktura

« Razeni jednotlivych AMK v polypeptidovém fetézci (od N k C-konci)

* Poloha bisulfidickych mustku S-S

NH:; NH;

Phe—Val-Asp—Glu-Hiz—Len—Cy—Gly—Ser—His—Len—Val-Gln—Ala—Len—Tyr—Len—Val-Cy—Gly—Glu—Arg—Gly—Phe—Phe—Tyr—Thr—Pro—Lys—Ala

|
Inzulin 5 5

NH: ‘ NH NH: \5 NH,
I |
Gly—Ilen—Val-Glu—Glu—-Cy— Cy—Ala—Ser—Val-Cy—Ser—Len-Tyr—Glu—Len—Glu—Asp—Tyr—Cy—Asp
g S

Bisulfidicka vazba R-S-S-R
« Vazba mezi specifickymi cysteiny
« Slabsi vazba nez C-C nebo C-H

» Lehce Stipatelna nukleofilnimi Cinidly (latky, které do
reakce poskytuji elektronovy par a dochazi k redukci na
R-SH)

 Stabilizace jednotlivych segmentl polypeptidu -> tvorba
hydrofobni kapsy uvniti zabaleného proteinu

Primary Structure = sequence Secondary Structure =
of amino acids alpha helices,

3-letter code

Lys-Thr-Tyr-Phe-Pro-His- N\

Phe-Asp-Leu-Ser-His-Gly ...
1-letter code D
KTYFPHFDLSHG

Quaternary Structure (Biological Units)
= functlonal assemblies of chains

“-3""&%3
‘132",.“

Tertiary Structure = fold

helices and strands into domains
(subunns)

,«'} ” }

,g,;z

2 Cys residues H C=—0

HS C
HM CH
\.\C;/ 2\‘55_' ‘\Hch"’ \'\.NH

o=C H
\ l .
H C=—=0

2/

HN CH S C
NN N T

O=C H cystine residue
+2e” + 2HT



Posttranslacni modifikace

Upravy proteind, které nastavaji po jejich syntéze v ribozomech.

Acetylace — vyména H (v NH,) za acetyl (CH;CO), odstranéni pozitivnhiho naboje AMK
Myristylace — pfipojeni myristoylu (C14) ke koncovému Gly, zvySuje hydrofobicitu proteinu

Fosforylace — pomoci enzymu kinaz je pfipojovan fosfat (PO,*) k Ser, Thr, Tyr - pfidava
proteinu negativni naboj, slouzi k aktivaci proteinu

Glykosylace - vazba cukru s vysokym obsahem -OH skupin, zvySuje polaritu a rozpustnost
proteinu

Hydroxylace — vazba hydroxyprolinu k Lys, Pro zpusobuje trojSroubovitou konformaci
kolagenu

Methylace - rozpoznavaci znak pro vazbu dalSich proteint, zesileni iontovych interakci
Ubikvitinace — maly peptid ubikvitin znaci proteiny, které budou rozstépeny v proteazomu
Sumoylace — peptid sumo1 znacCi proteiny, které jsou transportovany z cytoplazmy do jadra

Kazdy déj muze probihat i reverzné -> defosforylace (pomoci fosfataz deaktivuje funkce
proteinu).

o
O
- | Ho e %

o



Sekundarni struktura

Primary fStrur:ture = sequence Secondary Structure =
, , ° . of amino acids alpha helices, beta strands
» 3D struktura lokalnich segmentu proteinu e e A

.y ° . Phe-Asp-Leu-Ser-His-Gly ...
 Stabilizovace H-mustky mezi C=0 a -NH- v

D
KTYFPHFDLSHG
peptidické vazbée

Tertiary Structure = fold Quaternary Structure (Biological Units)
heli Sitary Siuciure =10¢. = functional assemblies of chains
. elices and strands into domains ) (subunits)
« Konformace: £ Z 5%
. W T
« a-helix (Met, Ala, Leu, Glu, Lys) a%é EiAS

« B-skladany list (Trp, Tyr, Phe, Leu, Val, "‘:::) )
Thr)

» Usporadani AMK navozuje konformaci

* Gly - velkou volnost (H- stéricky
nezavazi)

* Pro - fixace struktury, ohyb Sroubovice

Beta-pleated sheet
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a-helix (a-sroubovice) B
* PravotocCiva Sroubovice
3,6 AMK na 1 zavit (a) a-helix <
« 5AMK na 1 zavit (11) — neni stabilni
« Vertikalni stabilizace H-mustky

 Donory vzdy jednim smerem, akceptory druhym = silny —
elektricky dipol
« Tvorba H-mUstk( = snizeni polarity proteinu n-helix =
o

L a-helix —




B-skladany list
* Pravidelné usporadani do struktury skladaného papiru (3-10 AMK na list)
« Extendovany typ — ne pfrilis kompaktni, spis roztazeny do stran
 Rovnhobézné usporadani AMK

« Paralelni — sousedni retézce smeruji stejnym smerem

» Antiparalelni — sousedni fetézce smeruji opaCnym smerem

» Spojeni (-otackou
* Fibroin (zakladni slozka hedvabi) vyhradné z 3-skladany list

Hydrogen
bonds

fibroin

. Carbon . Nitrogen -f R-group . Oxygen @ Hydrogen Jmo



Méné bézné sekundarni struktury
* Prolin-rich helix (Pro, hydroxyPro)
« Tvorba trojSroubovic (az 290nm)
« Stabilita kolagenu
» Ohebnost, pruznost, pevnost v tahu
* B-helix
« Skladany list v helikalnim usporadani (solenoidova
doména)
« Otacka bohata na Gly
« H-mustky, interakcemi mezi proteiny nebo atomy

o
kovu
¢ |
Collagen
Molecule 300nm 1‘5nml |
, helices A T X
Collagen — ) ) )
Microfibril: (i — ) U—J C —
| — ) a —)
ks — ) C — (0 —/
I sy 1 e S———
LI ) L 0 I ) T =
( C ) T T ) 1
Collagetn @ fr—m—m—m e e e e e e e m e ————————
Fibril )
"""""" st 7
|

80-100nm

‘Multiple microns



Te rc i é rn i St ru kt u ra Primary Structure = sequence Secondary Structure = ;

of amino acids alpha helices, beta s
3D struktura celého proteinu v prostoru Lys-Theyhe.pro i A
he-Asp-Leu-Ser-His-Gly ...
Popisuje vzajemné orientace a interakce KIVFPHFDLSHG € v,
jednotlivych segmentu B g (s et b
g , ° , ° oL ~ (subunits)
Stabilizace domén (segmentu) pomoci zbytku AMK "ﬁ? 3 A
» Hydrofobni — sbaleni do vnitfnich struktur -
proteinu (nevystavovat se vodé) ==
» Hydrofilni — vystaveni na povrch proteinu
DalSi intramolekularni interakce
 Bisulfidické mustky
« Van der Waalsovy sily Wi phiic
, . @ Hydrophilic
* lontové interakce -
S ' Sulfur Containing

Déleni proteinu: Acidic

e Fibrilarni (vléknité): kolageny, myosin, aktin, ... , @ Basic

* Globularni (k|UkaVé)Z albumin, globuliny, fibrinogen, ...



Chaperon (gardedama)

« Specialni protein napomahajici skladani proteinu do spravného prostorového
usporadani
« Umoznéni proteinim vykonavat funkci v burice

» Hydrofobni AMK vazba na chaperon -> navozeni zmény konformace (Hfobni k sobé)
pomoci ATP a na povrch Hfilni -> zména konformace chaperonu a uvolnéni Cap ->
vypusteni sprévné sesklédaného proteinu

incorrectly o /
r mplotoly
10480d Protoir N
) g

Hpb0 ke
A protein complex

The Hsp70 system folding
refolding
HSP70 degradation
S HSP40
ey
L ase” N
2 > ) Y.

A
53 ) _
o //> TRP-proteins

CHIP (Ubi-ligase)
HIP



Primary Structure = sequence Secondary Structure =

Kvartérni struktura
« Usporadani podjednotek v aglomeratech . i
J

vr s v s . Lys-Thr~Tyr—Phe-Prp-His~
tvoficich 1 funkéni protein o d\m
i EXt ramo I e k u I arnl vaze b ne i nte ra kce T Qu:t:,r:;gnifr:iﬁéE;le?f:;ﬁ:“5)

KTYFPHFDLSHG
° N ekova I entn I’ Vazby (H -m lOJStky, hyd I’OfOb N Ir helices and trads into domains . § (subljgn?)
efekt) 2 %@M 5

» Kvartérni strukturu nemaji vsechny proteiny

* Myoglobin jen terciarni
* Hemoglobin kvartérni

Hemoglobin



Hemoproteiny
Hemoglobin (krevni barvivo)
» Tetramerni metaloprotein (soucast erytrocytu)
« Sféricky tvar
* 4 podjednotky — 2a a 23
* kazda slozena z
* bilkovinna ¢ast globin — 4 polypeptidy (rizna afinika k O.)
« prosteticka skupina hem — tetrapyrolové jadro s atomem Fe?*

» Prenos krevnich plynu (zejména O,)
CH,

e CHs

B chain 2

Fe2+
Heme

« chain 1 a chain 2

COOH COOH
(b)




Proc¢ je hemoglobin dulezity?
Jak to celé funguje?

—— Vazebna kfivka pro O,: syceni O,
"posun doleva"
CO, § teplota}
10| BPG{ pHt . i ——— " ,
< o . R
\\ AN s “platé nasycenl
08~ = = / L, S
06 // CO, ¢t teplotat
é 05 i BPGt pH}
E 0,4 / / \}ﬁzné sycenl pri stejném Po,
- 5
> A e
02— // tlak poloviéniho nasyceni O,
36 5,33 8 12 A 16 P
o,
A A
Pos - v smiSena venozn( arterialn(
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G- His w o
o W
[ ] In oxyhemoglobin

In deoxyhemoglobin

Figure 7.2
Biochemistry, Sixth Edition
o 2007V od Comp

WM. Freeman ae

« Koordinaé¢ni vazba Fe?* (ve valenéni vrstvé chybi 2e°)
* Vazba mezi centralnim iontem (koordinagni
centrum) @ ligandy
» Sdileni celého vazebného paru (2e se stejnou
energii) V€ VNEjSi valencni vrstve
 Vazba:
1. Tetrapyrolové jadro pres dusik
2. Globin pres histidiny
« Vzdaleny (distalni) pfes H-mustek k O
« Blizky (proximalni) pres dusik k Fe



Regulace hemoglobinu
* Globinova podjednotka bez O,: deoxygenovana T-forma (tense)

* Nizka afinita k O, (zabaleny protein neumoznuje snadné pronikani O, k hemu)
« Plice:

» Hb se 4 podjednotkama v T-stavu

* Vysoky pO2 -> zvySeni sance vazby O, na T-formu s mensi afinitou

* Po navazani prvniho O, -> fetézova reakce (zvySeni afinity k O,) -> pfeména T-
formy na oxygenovanou R-formu (relaxed) -> efektivni a rychlé nasyceni Hb O,

T state R étate

o 2o Myoglobin 100 20—
Hemeglobin

HNo cooperativity

weren e Sigmoidni kfivka je dilem kooperativni .

regulace podjednotek hemoglobinu £
; » U hemoglobinu jde z kiivky vy&ist, ze v :
plicich dochazi 97% nasyceni y 7%

sal n of hemoglobin (%)
3

Y (fractional saturation)

« Zavislost afinity Hb k O, vuci pO, v okoli _« [



Bohruv efekt
« Zavislost saturace Hb na zménach cO,, pHa T

» Mechanismus zajiStujici tkanim s vysokou aktivitou prednostni dodavku O, (a odstranéni H*)
i Buﬁky V procesu dychanl vytvéFejl' C02 (¢im vic jsou energeticky aktivni, tim vice CO, vyprodukuiji)

« CO, reaguje s vodou za vzniku H,COj (pomaly proces)
+ CO, difundujici do erytrocytu je katalyzovan enzymem karboanhydraza za vzniku

H,CO, -> disociace ve vodé za uvolnéni H*

* uvolnéni O, z komplexu, redukce Fe, protonace histidinu ->stabilizace T-stavu Hb

carbonic acid

Pri nizkém pH se kfivka posouva doprava a dochazi
k uvolneni vétsiho mnozstvi kysliku.

100

90 |
80 [
70 [
60 [
50 [
40 [
30 [
20 |
10 [
ik

L ] L 1 I 1 L 1 L 1 1 | 1 1 1 1 1

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100




Jak je transportovan CO, ven z tela?

* V plicich diky velké koncentraci O, dochazi k
opétovnému navazani na Hb

» To vede k uvolnéni p* z histidint

* p*reaguji s hydrogenuhliCitanovym aniontem za . -
vzhniku C02 a HZO Oxyhemoglobin  Carbaminohemoglobin Carboxyhemoglobin

« CO, se pote dostava do plic

* 5-10% CO, se vaze na misto kysliku v hemu

» Vznika karbaminohemoglobin, ktery stabilizuje T-stav
« Snizenim pH v plicich dochazi k jeho uvolnéni

» DalSi dulezitou molekulou je 2,3-bisfosfoglycerat
(vznik pfi glykolyze)

* Molekula se vaze do centralni stérbiny mezi 4
podjednotky (prostorové se vejde pouze u deoxygenovaného Hb v
T-stavu)

« Po vazbé zméni konformaci dalSich podjednotek,
coz vede k uvolnéni O,

« 2,3-BPG stabilizuje T-stav Hb .
DPG ADPG
+ Nizka hladina O, vede ke zvy$ené produkci 2,3- of Ve /7
BPG .

* Vazba O, na hem vede k vyvazani 2,3-BPG Hb
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Fetalni hemoglobin (HbF)

* Nutnost velkého mnozstvi O,, ale neni pfimy zdroj pro plod

* O, do krevniho fecCisté plodu pres placentu — koncentrace O, nizSi nez v plicnich arteriich
« Syntéza globinu d (ne globin B)

* Vznik HbF (2a a 20 podjednotky) - vyssi afinita k O,

Fetal hemoglobin

(Poz)

100%

Fetalni hemoglobin se v placenté G 1503
syti kyslikem na 60 %, nedosahuje n mé
tedy hodnot saturace adultniho 3
hemoglobinu v plicich (97 %). - "
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Shrnuti

You're so hot, you
denature my proteins.




