Peptidova vazba
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Alanylcystein (Ala-Cys)

Ndzvoslovi peptidl VZdy zapisujeme od N-konce k C-konci



Peptidova vazba

Pauling (1951): peptidovd vazba je rezonancni hybrid dvou meznich forem
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rezonancni hybrid

Cdste&ny charakter dvojné vazby rezonanéniho hybridu za fyziologickych podminek
brani rotaci - vSechny ctyri atomy jsou v jedné roviné



Hierarchie struktur

Primarni

0 Sekvence aminoacylt - kolik a jak sefazeny
Sekundarni

o Usporaddani - vztah sousednich monomert
Terciarni

0 Tvar molekuly v prostoru, usporddani retézce jako

telesa
Kvarterni

0 Agregachni stav funkéni jednotky, nadmolekuldrni
droven



Primarni struktura peptidu a bilkovin

poradi aminokyselin v bilkovinném retézci
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Existuje trans a cis forma peptidické vazby. Pozice trans je diky stérickym
zdbrandm stabilnéjsi nez cis a je prakticky u viech aminokyselinovych zbytk



Pocet a druh AK
urcuje zdkladni vlastnosti
velikost, polarita, ndboje - pI

Poradi aminoacyli
sekvence, primarni struktura

determinuje findIni vlastnosti

Smér sekvence
Od N k C konci
Koncovd skupina mize
byt derivatizovdana (N-acyl, amid, ester)

Podle délky aminokyselinového retézce rozlisujeme:
2-10 aminokyselin — oligopeptidy
11-100 aminokyselin — polypeptidy

100 a vice aminokyselin — proteiny



Sekundarni struktura

usporddani hlavniho retézce (primadrni struktury)

 pravidelné
 Sroubovice
* hreben

« ohybové

* nepravidelné



Sekundarni struktura
. a-helix —
~pravidelné sroubovice (helixy)"
helixy se |i§i primérem zdvitu, stoupavosti |
a smyslem otdéeni w-helix =
a-helix —
q o0
0
v _C L
mol }{CxHxN/‘{ R
\Cf \‘"N/ \. ! R3 % Voo . .
N\ R nejcéastéji se vyskytuje a-helix
I Rl

kruh tvoreny 13 atomy
vyska zavitu 0,54 nm

544 pro L-AMK stabilnéjsi pravotociva konfigurace




Sekundarni struktura

»pravidelné hfebeny (B-skladany list)“

(a) Antiparallel
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Sekundarni struktura
.ohybové struktury"

organizované otoceni pribéhu polypeptidového retézce do protisméru

(a) Typelp bend (b) Type ll 3 bend

nékolik typ:

« obdoba jedné smycky a-helixu

* p-ohyb .reverzni smycka"

Irving Geis/Geis Archives Trust. Copyright Howard Hughes Medical Institute. Reproduced with permission.



prionovy protein prion
souédst neuront > | rozpad neurond
prevaha a-helix konforma&ni zména | prevaha p-skladany list

vznikly prion se zabali tak, Ze je extrémné odolny (UV, nejsilnéjsi dezinfekcni Cinidla,

300°C) a zdroven funguje jako matrice, podle které se preménuji dalSi prionové proteiny

prionové nemoci:

Skrapie .klusavka" u ovci

1986 Anglie Nemoc Silenych krav, zndma pod zkratkou BSE
(bovinni spongiformni encefalopatie)

1995 Anglie .novad" Creutzfeldt-Jakobova nemoc (u lidi)






Terciarni struktura

celkové uspordddni hlavniho retézce

tercidrni struktura je vysledkem interakci mezi jednotlivymi Gseky retézce

strukturni motivy
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(d) N C Greek key
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Terciarni struktura

strukturni motivy




Elektrostatické interakce

u aminokyselin:

\/\/\/\CHz_NH3+
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vyvazano peptidovou vazbou
Lysin (Lys) Arginin (Arg) Glutamat (Glu) Aspartat (Asp)



Polarni interakce
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Hydrofobni interakce

Polarni rozpoustédlo
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Nepolarni ¢ast ‘mékromolekuly

u aminokyselin:

CH, CH,
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Methionine Phenylalanine Tyrosine Tryptophan



Disulfidické mustky - kovalentni vazba

C— NH
H—C—CH, —SH * HS —CH, —C—H

NH C—0

[O]
Cysteine j\ - H,O Cysteine
residue residue
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Priklad vzniku kovalentnich bisulfidovych vazeb na
formovani tercidrni struktury - RNasa

Reduction

Cysteine  (yidation >5
5\

N H
H ~ O e
N Heoo
.
Cysteine Cystine

RNAza je prvni chemicky pripraveny enzym (maturace ?)



Hydrogen

tt:g:\:flégﬁ Hydrophobic
peptide interactions

Arions nonpolay Ionic linkages
S side chains

Metal ion
coordination

o-Helical [B-Sheet Disulfide Side chain
structure structure bond hydrogen bonding

Figure 4-3 Concepts in Biochemistry, 3/e
© 2006 John Wiley & Sons



« Typy tercidrni struktury
o Fibrildrni (skleroproteiny)
0 Globuldrni (sferoproteiny)
0 Membrdnové

(®) o

Phosspheolipid
membrane




Strukturni domény
* Relativné samostatné kompaktni globuldrni oblasti
« Oddéleny obvykle neusporddanym tsekem
 Flexibilita struktury

+ Casto nositeli specifickych vlastnosti - funkci v rdmci
proteinu (katalytickd, regulaéni, membrdnova kotva ...)

E. coli TR TY

[ Active Site Z}j
CxxC Motif &2 2
XX I = 1

thioredoxinreduktasa




Kvarterni struktura

spojeni nékolika podjednotek (peptidovych retézcl) do jedné molekuly (proteinu)

hemoglobin

2 podjednotky a
(lehké retézce, 141 aminokyselin)
2 podjednotky p
(tézké retézce, 146 aminokyselin)

hemoglobin je tetramer




« Tvorba agregaéniho stavu funkéni bilkoviny
o Nekovalentni - iontové, poldrni, hydrofobni
o Kovalentni, hlavné -S-S-mistky (ne peptidickou vazbou)

Agregdt z vice samostatnych retézcl
0 Podjednotky stejné - homo
o Rlzné - hetero

« Smysl agregace
o Organizaéni - multienzymové systémy
0 Regulacni - kooperativita
o Stabilizacni
(R, bndng @
CAKS, site Antigen- Antigen-

binding binding
site site

(A)
Antigen-
binding
site

S-S

Heavy
chain

domény lehkych a téZzkych Fetézcl imunoglobulint




Chovani peptidu (proteinu) v roztoku

« Interakce bilkovinné molekuly s prostredim tvar,
vlastnosti, konformace

« Orientace R podle polarity
poldrni x nepoldrni (cytoplasma x membrdna)
« Solvataéni obal, interakce s prostredim (voda, ionty - pH)

Ovlivnéni rozpustnosti - srdzeci metody




Denaturace peptidiu (bilkovin)

zmény struktury bilkovin, zplsobené (c¢inkem fyzikdlnich a chemickych faktort
vétsinou vedou k nevratné ztrdté biologickych vlastnosti

k denaturaci dochazi:

* zmenou pH

» zvySenim teploty (var)

* pridanim organickych rozpoustédel

* pridanim latek rusicich disulfidické
mustky (merkap’roe’ranol)

. ucmkem tézkych kovl

muze byt i nevratnd - po odstranéni denaturaénich podminek se vraci
biologické vlastnosti proteinu

napr. priddnim snadno solvatujicich iontl do roztoku .vysoleni®



Denaturace bilkovin




PF‘Ik|GdY pepTidU 2-10 AK — oligopeptidy
11-100 AK — polypeptidy

funkce peptidu:
hormony - oxytocin, insulin
antibiotika - penicilin
rostlinné jedy - amanitin (muchomirky), véeli toxin

vznikaji pri odbourdvdni bilkovin nebo je organismus sdm syntetizuje
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H2C|3—C—NH—C|3H—C—NH—CHZ—COOH

e G
Glutathion: H=¢~NH;  SH
COOH

tripeptid (v-Glu-Cys-Gly)
vazby se Ucastni y-karboxylova skupina kyseliny glutamové
biologicky “"redoxni" Cinitel, vratné odevzddva elektrony

Vasopresin:
- honapeptid
- hormon hypofyzy Fidici hospodareni organismu s vodou



Insulin:
hormon slinivky brisni, obsahuje 51 aminokyselin
snizuje hladinu krevniho cukru

Penicilin:
antibiotikum produkované plisni Peniciflium Notatum

O penicilin G (benzylpenicilin)
H3C N
H C\\\“‘ =
3 d %

valin cystein kyselina



Fleming, penicilin a Nobelovy ceny

zari roku 1928 Alexandr Fleming zapomenutd
petriho miska

po deseti letech...

1938 britsti bakteriologové Howard W.
Florey a Ernst B. Chain - grant na ldtky
ni¢ici stafylokoky

Norman Heatley - priprava syntetického penicilinu

Velkovyroba se podarila zavést az v USA (1942), penicilin

byl uréen pouze pro vojdky, k civilnimu obyvatelstvu se dostal
az po vdlce

1945 nobelova cena Fleming, Florey a Chain




Botulotoxiny

Bakterie Clostridium botulinum

polypeptidy

pravdépodobné nejsilnéjsi jed 1,3-2,1 ng/kg nitrozilné, 10-13 ng/kg pri inhalaci
Ndzvem C. botulinum se oznacuji 4 biologicky odlisné skupiny klostridii, které produkuji
neurotoxin stejnych fyziologickych vlastnosti, ale riznych antigennich typt A-G

Pfehled botulotoxin

Zemé Zdroj Oznaceni
_ Némecko konzerva fazoli A
E sini Afica skot 0
_ Dansko domdci pastika F
_ ? dité s botulismem H=hybrid F/A



Proteiny

jsou tvoreny vice nez 100 aminokyselinami
vznikaji proteosyntézou
déleni proteind podle celkového tvaru:

¢ skleroproteiny (fibrildrni bilkoviny):
- nerozpustné ve vode, vldknita struktura
- podplirnd a strukturni funkce

¢ sféroproteiny (globuldrni bilkoviny):
- rozpustné ve vodé, globuldrni struktura
- odlisné funkce (zdsobni, protildatky, enzymy,...)



« jednoduchy - sloZeny protein

0 Apoprotein - bilkovinnd sou¢dst - zdklad
0 Prosteticka skupina - nebilkovinnd sou¢dst - pevné (vétsinou kovalentné)

vdzand

« typy prostetickych skupin

o O

glykoproteiny obsahujici sacharidovou komponentu. Jeji V)'/skyT je viak
pomérné obecnym jevem, takZe bilkoviny s obsahem do 5% sacharidové
slozky takto ¢asto nenazveme.

metaloproteiny obsahujici kovy. Podle jeho charakteru specifikujeme
jc;léo napr. feroproteiny (podskupina hemoproteinu), molybdo-, kupro-
atd.

fosfoproteiny

lipoproteiny - agregdty bilkovin s lipidy a dal$imi hydrofobnimi
molekulami

chromoproteiny - strukturné nejednotnd skupina charakterisovana
barevnosti (vyraznou absorbci svétla)



Funkce proteint

« Katalyticka
o Enzymy
« Strukturni
0 Zejména fibrildrni, ale i globuldrni
o Kontraktilni
« Transportni
0 Poldrni prostredi - prenos nepoldrnich latek - Hb
0 Nepoldrni prostredi - membrdny - prenos poldrnich latek
« Obranné
« Signdlni
« Regula¢ni



Strukturni proteiny

Proteiny s konstrukéni a podpirnou funkci
oporné struktury zivocisnych tkani a bunék (u rostlin celulosa)
kostra, cytoskelet
i mimobunécny materidl (vazivo)
kontraktilni - pohyb, zména tvaru

Fibrildarni - skleroproteiny (z Feckého sclerds -tuhy, tvrdy)
naprostad vétsina
nerozpustné ve vodé
vldknitd struktura

nejhojnéjsi jsou kolageny (az 25% véech savlich proteini)

Globuldrni - sféroproteiny (z reckého staira -koule)
Mensina - aktin (polymerace za vzniku mikrofilament - cytoskelet)
Prechod globuldrni - fibrildarni (fibrinogen - fibrin)



kolageny

skupina fibrildrnich proteint s nejpevnéjsi strukturou
hlavni vldknitd sloZzka kize, kosti, $lach, chrupavek

primdrni struktura
bohatd na glycin (cca 30%) a prolin
hojné zastoupeny hydroxyprolin a hydroxylysin

sekundarni struktura
levotociva Sroubovice (mdlo mista- proto Gly, Pro)

tercidlni struktura
trojvlaknovy pravotocivy helikdlni ,prut" - tropokolagen

tropokolagen



Amino terminus

lﬂ-q.\_‘
h

ues/turn

Carboxyl terminus
kruh tvoreny 13 atomy
vyska zdvitu 0,54 nm
pro L-AMK stabilnéjsi pravotociva konfigurace




kolageny

(a) Formation of tropocollagen

I
prekurzor - prokolagen N 3 AN (mmmmzmmme 5 oo

Procollagen

N . Procollagen peptidase
posttranslaéni dprava ve fibroblastech {

o , ° . . MN-terminus end cleaved C-terminus end cleaved
hydroxylace nékterych zbytku prolinu a lysinu |-__Tropocollagen 30004
stabilita - podili se askorbadt N e P S e W
glykosylace nékterych hydroxylysini S MU

(b) Association of tropocollagen into collagen fiber

po chemické modifikaci - vznik trojitych helixi

proteolyza v extraceluldrnim prostoru

# Formation of cross-links

vznikly tropokolagen 400A—=] |

spontdnné agreguje - kolagenni vlakna CleminuseSfrs ST o7 Nterminus
NS ST VAL
QRS TE  WANEIN SR

cross-link

tropokolagenovd vldkna se spojuji s posunem o % délky !r (Kiug & Cummings 1997)
vznikaji .mezery" - za¢lenéni minerdlni slozky
| \

o

= 5 J =
| B _ R / Allysine |
Lysine e residue

{ oxidace lysinu lysyloxidasou

O—Cj: redukce nebo vazba His. OH \

= o & | /C:O

H/C\/\/\ c CH

H—N Nﬁg e T
| |

H (Schiff base)

N—H

kolagenova vlidkna zpevnéna Aistidin-aldolovymi pFi¢nymi vazbami



.

a - keratiny

zdklad struktury je pravotoliva a-Sroubovice, kterd se postupné staci do
supersroubovic o 3 podjednotkdch - protofibril a mikrofibril tvorenych 11
protofibrilami

Velkd mnozstvi Cys (mékké a tvrdé keratiny) a hydrofobnich AMK

lidské vlasy, kiize a nehty, ovéi vina

struktura je stabilisovdna meziretézcovymi vodikovymi a disulfidovymi mistky
« zména o - B pri tahu ve vlhkém stavu

« prerudeni S- mlstkd redukénimi ¢inidly (thioglykolova k.)

intermediate
tetramers filament

(IF)

keratin protein
(coiled-coils)

amino acids micro-fibril macro-fibril
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Předvádějící
Poznámky prezentace




B - keratiny, fibroin

__\\
Struktura sklddaného listu N N /
« fibroin antiparalelni T T
« p-keratin paralelni struktura ¢ _D c »

paralelni antiparalelni

fibroin

zdklad hedvabnych a pavoucich vldken
Stridaji se zbytky Ala a Gly, které
sméruji na opacné strany B struktury
Zasunuji se retézce Ala - Ala, Gly - Gly

Ala side chain  Gly side chain
(a)



elastin

hlavni soué¢dst pruznych vidken (stény cév, kize)

+ Sroubovice méné uspordddna nez u kolagenu

« vldkna bohatd na alifatické aminokyseliny, Pro a Lys
* volné zohybané Useky spojeny pri¢nymi vazbami

* vyrazné sit'ovdni neobvyklé derivdty- desmosin

(a) Stretching (b) Relaxation

Single elastin molecule Crosslinks

2012 Pearson Educa

O
s C—CH—N—-
I H
ﬂ'Hf Allysine
. Llfti_, :
l CH, |
f.]:=n [ |[:-|;
iin]:-—czal,—c‘.ll,—::” MC—CH,~CH,~CH |
) ) ) |
HN HC.. ~.CH C=0
] -~ !
: Allysine i Allysine

("H. Lysine

tri ze Ctyr Lys zoxidovdno lysyloxidasou - pak spontanné



Transportni proteiny

Nepolarni Iatky v poldrnim prostredi (krev)
Transport na vétsi vzddlenosti
Vazba latky na bilkovinu - globuldrni s hydrofobnimi oblastmi
 Kyslik - hemoglobin, myoglobin
« Mastné kyseliny, lipidy apod.

Polarni latky v nepoldrnim prostredi (membrany)
Specidlni prenasecové systémy - kapitola biomembrdny



Nepoldrni Iatky v poldrnim prostredi
Albumin

transport mastnych kyselin (7 na molekulu), Zlu¢ovych kyselin, steroidd, Ik
hydrofobni kapsa obalena poldrnimi dseky

prenos dalsich latek - I1€Civa

vratnd vazba prendsenych latek (obecné)

HSA
cca 60% vsech bilkovin v séru
proteinovd rezerva




Nepoldrni Iatky v poldrnim prostredi

Transport lipidd - lipoproteiny

e Cholesterol
« Tuky qaj. lipidy
» Karotenoidy

© The Hill C ies, Inc

Triglycerides LIpOI"Ot'EII'l

Protein

Cholesterol bound
to fatty acids

Déleni podle chovani pri ultracentrifugaci

« Chylomikrony, VLDL, IDL, LDL, HDL)
Déleni podle velikosti naboje (elfo)

* Chylomikrony, a-lipoproteiny, pre-p-lipoproteiny, B-lipoproteiny

Lipoproteiny

Komplexni dtvary, agregdty mnoha molekul

Riznad struktura, sloZzeni, velikost

Nepolarni komponenty obaleny fosfolipidy a apoproteiny



Nepolarni Idtky v poldrnim prostredi

Transport kysliku

Hemoglobin

Jiné prenasece
* myoglobin - svalové buriky, monomer
* hemerytrin (Fe?*, nehemovy, 2Fe:0,, nékteri morsti bezobratli)
* hemocyanin (Cu?*, nehemovy, 2Cu:0,, mékkysi)



Hemoglobin

Fysiologickou funkci Hb je prenos kysliku v krvi - transport kysliku z plic (p,,=13.3 kPa) do
tkani (p,,=2.6 kPa)

Stupen nasyceni Hb kyslikem (tj. HbO,/(HbO, + Hb)) zdvisi na jeho parcidlnim tlaku p,,
v okolnim prostredi - ¢ervend krivka (torr = 133 Pa)

Tissues Lungs

7 Hemoglobin

cooperativity

0.4

O
A

Y (fractional saturation)

I I |
100 150 200

pO, (torr)




Monomer hemoglobinu

V kazdé podjednotce je vdzan jeden hem jako prosteticka skupina koordinaéni
vazbou Fe?* na zbytky His primo na proximdlni His F8 zprostredkované na
distalni His E7

Hem (protoporfyrin IX)

Hem ma Zelezo ve formé Fe2*
Oxidaci na Fe3* vznika hemin
hemoglobin se méni na
methemoglobin




Tetramer hemoglobinu

Hb dospélych jedinci (HbA)
HbA, je hlavni forma u dospélych a déti stardich 7 mésicl (2 a- a 2 p-podjednotky)
HbA, 2 - 3% celkového HbA (2 a- a 2 5-podjednotky)

Fetalni Hb (HbF)
u plodu a nhovorozencti HbF (2 a- a 2 y-podjednotky)




Allosterické chovdni hemoglobinu

zmeéna konformace vyvolana vazbou
kysliku na Fe?* jedné z podjednotek

dusledek:
vazba dalsi molekuly O, je snaZsi R -forma

relaxed"

sigmoidni saturacni krivka



Fetalni hemoglobin
Hb F ma vyssi afinitu ke O, nez HbA vdze O, pri nizsich parcidlnich tlacich nez HbA
Po narozeni HbF je nahrazovdan HbA béhem prvnich tydnt Zivota (Zloutenka)

transport kysliku z arteridlni krve matky (p,,=5-10 kPa) do tkani (p,,=2.6 kPa)
(Poy)

100% - 200
U /T/

]

L
S o
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— Y 54
4 2 150

o 75%
O iy o
B I 3 _
AN 3
If | ®)
50% 7/ 100 "
-/ =
i z
b f— 50
T t

Raachs i : ' l T 0
iMb HBF 2O HbA 50 75 100
Pe=2 19 27  [mm Hg]

Myoglobin - zasobadrna kysliku ve svalovych burikdch (nehodi se pro transport)



Vliv pH a €O, na saturaci hemoglobinu - Bohriiv efekt

— pH 7.4, no CO,

Preference pracujiciho svalu - laktat: — pH 7.2, no €O,
roste pH — pH 7.2, 40 torr CO,
roste mnozstvi bisfosfoglyceratu Tissues Lungs

o
|
|
|
|
|

\\\\

roste CO, (procesy ziskdvdni energie)

MnoZstvi vyuzitelného kysliku se zvysuje

o
o
[
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Y (fractional saturation)
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flllrirslrlﬂmphn n B phosphatase3. 1373 0.8 | |
“ 0.0
ADP — :
| A 23 5 06| /5 0 20 100
ATP =— Bisphospho- o :
3.Phospho- “ glycerate (BRG] 5 pH =740 pO, (torr)
glycerate /m/ m 04
g.a.0 1 Myaglobin
l ‘/ g i 3 Hemoglabin {Hb)
o () : £ 3 Hb+BPG
2-Phospha- L H_"}__':'_'\.@ 4 Hb +£0y * BRG
glycerate HyC—0 _{E] 0.0
I 10 0 0 40 S0

0 partial pressure {mmHg)

1. BPG metabalism 2. Saturation curves



Transport kysliku a CO, v téle

- D. Hemoglobin and CO, transport

mz I.l.l'lgE D]

T

!

1] carbonate dehydratase [Zn2®) 4.2.1.1

o 2




Signdlni a obranné bilkoviny

« Obé funkce se Casto prekryvaji
o0 Obrannd funkce - signdl
o Signalizace pri obrané - interferony

« Priklady
o bilkoviny imunitniho systému
0 systém srdzeni krve



bilkoviny imunitniho systému

Zdakladni soucdsti imunoglobuliny

5 zdkladnich typli- 6, A, M,Da E

Lisi se strukturou i funkci

Vykazujici spole¢né zdkladni znaky jak struktury tak funkce.

(b} IgD




Z hlediska strukturniho i funkéniho lze Ig6 rozdélit na
¢dst (doménu, fragment) konservativni (konstantni - F)

a variabilni (vaznou - F, nebo F ).

Basic Antibody
o Structure /.
\ \\ D // /
\V .\\. 4/‘ "/ »
AN \'\ y i
a\ ([
\ "
o region
Binds
ANTIGEN
Hinge region="
allows
flexibility
.— Heavy chain
constant
regions (CH) Felps
protect
|:| Heavy chain from FS
variable . H
teol region
regions ( VH) RIOTEOIRE g
i Light chain Binds to
con_stant CELLULAR
region (CL) RECEPTORS
‘ Light chain - and
variab!e to
region (V1) ! COMPLEMENT
Disulphide
bonds (5-S)
Carbohydrate
molecule ASUINCT))

Variabilni ¢ast ma velmi
specifickou strukturu a je
odpovédnd za vazbu skupin
(molekul nebo jejich ¢asti)
oznacovanych jako antigeny

Useky makromolekul zp@isobujici
imunitni rozpozndni - antigenni
determinanty (epitopy)



zdakladni funkce imunoglobulint

recaglor
f
/ protiatka

anilign
—

Opsonizace -oznaceni bunék uréenych k fagocytose
Vazba antigenu - sit'ovdni, precipitace

Antigen x Imunogen, hapten
Indukovanad produkce
Imunologicka pamét’




VyuZiti imunoglobulind

*Vakciny

*Terapeutické Gcely

0 Pasivni imunizace (podani hotovych protilatek)
o Cilenad distribuce l€Civ

0 Protinddorova Ié€iva

‘Bioanalytika, diagnostika
0 Separace a purifikace proteint
0 Imunoanalyza (RIA, EIA, FIA)



Srazeni krve

kaskddovitd aktivace proteolytickym stépenim neaktivni formy
nekteré koagulaéni faktory jsou schopny aktivovat své vlastni prekursory
obrovské zesileni dcinku

Vnitrni systém Vnéjsi systéem
obnazend kolagenni vldkna uvolnéni tromboplastinu (poskozeni tkané)
(negativné nabity smacivy povrch) proteinofosfolipidovd smés z hlubsich vrstev cévni stény
prekallikrein —— kallikrein VIIa «—— VII

'

XII — XIla

'

X —» Xa

y

protrombin —— > trombin

'

fibrinogen — fibrin



Metody - Aminokyseliny, proteiny

Divody zjist’ovani primdrni struktury proteind

objasnéni vyssich struktur proteint
kaZzdy protein ma unikdtni strukturu a funkce, ta je ddna primarni

porovndni sekvenci
evoluce, taxonomie

klinické aplikace (mutace pric¢inou rady chorob)
defektni protein uz pri zméné jediné AK



URCOVANI PRIMARNI STRUKTURY

A. Purifikace bilkoviny - ziskdni homogenni bilkoviny

B. Aminokyselinové sloZeni - uréeni poétu jednotlivych
AMK zbytki (kyseld hydrolyza 6N HCI, 100 -110 °C, 24 h)

C. Poradi aminokyselin:
1. Oddélit a isolovat jednotlivé retézce(redukce nebo
oxidace disulfidickych mustku)
Uréit N-konec a C-konec
Urcit poradi aminokyselin Edmanovym
odbourdvdnim(kam az to jde)
4. 2 nezavisld specificka $tépeni — isolovat stépy
(peptidy)
Opakovat bod 3.
Sestavit primarni strukturu retézce
Urlit zplsob propojeni ptvodnich retézcl

w N

No o



Purifikace bilkovin

 priprava dostateéného mnozstvi vstupniho materidlu
» desintegrace

vlastni purifikacni metody

o0 chromatografie
vyuziti zdkladnich typl interakci:
elektrostatickd (iontovd) - ionexova chromatografie - anex, katex

hydrofobni (dispersni) - hydrofobni (a reverznéfdzovd) chromatografie
hydrofilni - hydrofilni chromatografie

+ gelova permeacni chromatografie



o

srdzeci metody, jsou zaloZzeny na zméné rozpustnosti
viz. solvatacni obal (iontovad sila, pH, polarita)

membranové separace

preparativni elektroforéza

krystalisace

preparativni centrifugace






Hownrh =

Priibéh chromatografické separace

priprava sorbentu

naplnéni sorbentu do kolony

priprava vzorku a ekvilibrace kolony
eluce a jimdni separovanych protein

= ventil pro nanaseni vzorku
\ pumpa

. kolona
mobilni faze

—— detektor

zapisovacC

jimac frakci






purifikovany protein

|

kyseld hydrolyza  6M HCI, 100 -120 °C, 10 - 100 hod
bazickd hydrolyza 2 -4 M NaOH, 100°C, 4 - 8 hod
enzymovd Prondza

|

aminokyselinovd analyza - ionexovad nebo reverzné fazova chromatografie




| 6 M HCl in H,O
R"—CH 110°C, 12 hr

C=—=0 Peptide
HN
R7—CH
COO™

Figure 3-15 Concepts in Biochemistry, 3/e
© 2006 John Wiley & Sons

R'—CH a-Amino
| acids

COOH
_|_

+1TH3
R"—CH

|
COOH

n
*NH;
R"—CH
éOOH



pribéh separace aminokyselin

mAU

60

551

504

451

351

304

25-

204

154

104

M 5-Muare-2 A dinitiop Bongl Ly aknamds

L-FDVA

g
[ :
=
THEN N I
1338 !
R |
.n:‘svi g '
£
LJ-....JLJMJLJU\_A

D-Ala

LPhe L-His

Bal

D-Trp

D-Phe

<
I

D-Tyr

D-Cys BTV

0 20 30 40 50

Minutes

70

80

90

100 110

Glycine 34 7% Leucine 1.8%
Alanine 10.90% Valine 1.6%
Proline 9.8% Histidine 1.5%
Glutam ate 6.8% Phenyl alanine 1.3%
Serine 6.3% Methionine 1.2%
Arginine 6.2% [soleucine 1.0%
Hydroxyproline 5.5% Hyrdoxvlysine 0.9%
Aspartate 3.7% Tyrosine 0.3%
Threonine 3.3% Cysteine 0.0%
Lysine 3.2% Tryptophan 0.0%
b
3




AMK analyzator




AMK analyzator




Sekvenovani

priprava proteinu pro sekvenovani

« urcéeni po¢tu ruznych podjednotek v proteinu

« rozstépeni disulfidovych vazeb

« rozdéleni a vyCisténi jednotlivych podjednotek

 stanoveni AK sloZeni podjednotek

sekvenace polypeptidovych retézcii

« rozstépeni jednotlivych podjednotek v urcitych mistech

 rozdéleni a vy¢isténi fragmentl

« stanoveni poradi AK kazdého fragmentu

« opakovdni s pouzitim Stépeni odlisné specifity

sestaveni celé struktury

* vyhleddni mist, kde doslo ke $tépeni na peptidové fragmenty

* porovndnim sekvenci skupin polypeptidl je |ze sloZit do poradi, ve
kterém jsou v podjednotce

* lokalizace pripadnych disulfidickych vazeb v podjednotkdch



Zjist’ovdni N-koncovych AMK
Sangerova metoda

N(CHj),

R A o
& | |
Q + H,N —CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C— +++
0= LT =0
Cl
1-Dimethylaminonaphthalene- Polypeptide
5-sulfonyl chloride (dansyl chloride)
OH™
HCl
N(CH3)y

(R P P oA
NH—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C— ++:

Dansyl polypeptide

Hzoﬂi -

N(CH,),

Q0

e b P [
| + +
NH—CH—C—OH + HN—CH—COOH + H;N—CH—COOH + ---
Dansylamino acid Free amino acids
(fluorescent)

nelze

automatizovat



Zjist’ovdni N-koncovych AMK

Edmanova metoda

’/_\ R, O R, (l) Ry O

: S | " [

@1\‘:0:5 + H;N—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C— :++- <—
k)

Phenylisothiocyanate Polypeptide

(PITC)
l on-

R, O

1 R, O R; O
. T 0oy 1T o
NH—C—MNH—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C— ---
I

5 PTC polypeptide

anhydrous
F,CCOOH
N 4
HO— R I
\ + HyN —CH—C—NH—CH—C— +++ —
N\ )
T C " Original polypeptide less

| its N-terminal residue
O
H

Thiazolinone derivative

[

5 .
N f?()
HC—C

HN -.
~ O
|

PTH-amino acid |ze automatizovat



Sangerova metoda

Polypeptide N, NO.
NO,
FDNB NO, NO,
N,
Ri—éH &m HCI Rl _(le n Fre-_e Identify amino-terminal
é :.g:&;m residue of polypeptide.
=0 00~
2 4-Dinitro- | 2 4-Dinitrophenyl
HN
phenyl 5 é derivative
derivative R*—CH of amino-terminal
of polypeptide &I:CI residue
Edmanova metoda
Q phenvlisothio- NH
N cyanate l I~|QH
Il :
C C N
I S=Cc" T C=0 L _
: . | | [dentify amino-terminal
A H HN CH residue; purify and recycle
© TOH | ]£1 remaining peptide fragment
[f | through Edman process.
| (4?:[\11—12 Anilinothiazolinone Phenylthichydantein
: o é derivative of amino derivative of amino
: R°— | H acid residue acid residue
| C=0
| E R? R®
| +
| Rl (— N (G Soeriened
| PTC adduct H (lzl;. H H (I:I.
|



Schéma sekvenatoru

protein nanesen v tenkém filmu a vysusen
reaktanty privadény v organické (nebo plynné) fazi


Předvádějící
Poznámky prezentace
pomalu přibývá neodštěpených AMK, štěpí se v těch dalších krocích, proto spolehlivost do cca 30 členných peptidů a proto před sekvenací štěpení 


Zjist’ovdni C-koncovych AMK

C-koncova AK odbourdvani karboxypeptidasami, hydrazinolyza, reakce s
LiBH,, (neexistuje ekvivalent Edmanova obourdvani pro C-konec)



Moznosti stepeni

Trypsin
cleavage
]\|J+—8|tc
Z O l R O
+ |l
H3N —{ Start of polypeptide hll (|: C | —(|:—C
H H H H

Arginine (Arg) or lysine (Lys)

Figure 3-17a Concepts in Biochemistry, 3/e
© 2006 John Wiley & Sons

Chymotrypsin

cleavage
site
O l R O
+ | |l
H3N — Start of polypeptide —1\|T—(|:—C—1\|]—(|:—C
H H H H

Phenylalanine (Phe), tyrosine (Tyr), or tryptophan (Trp)

Figure 3-17b Concepts in Biochemistry, 3/e
© 2006 John Wiley & Sons

T
I
CNBr
CH, cleavage
site
CH,
‘ Ol R O
+ I Ll
H3N — Start of polypeptide IT—(F—C*IT—(F—C
H H H H
Methionine (Met)

Figure 3-17c Concepts in Biochemistry, 3/e
© 2006 John Wiley & Sons

End of polypeptide — COO™
End of polypeptide —COO
End of polypeptide — COO™




Metoda prekryvajicich se stepu

Onigral Polpaplda

8 [ | s (e e [r] ] Lo i g T

Comgiolp sagqusch

H-@IEEJ'i@@@@@.@@@@..l.@@@l@-*

.|||'" 1.7, Prmcipleofthe o Ipmnthn-’Jf-:r equencing amina acids, [ thas example, aligeots of e anginal peptils ave baen ragmented by
iEpestion with the endopepaideses mypsin and chymuoirypsin




Dalsi metody zjist'ovdni aminokyselinové sekvence

« .sekvenace" pomoci hmotnostniho spektrometru (peptidy)

* izolace genu pro dany protein, zjisténi jeho nukleotidové sekvence a
preklad do AK sekvence



MS

(a) Electrospray ionization (ESI)

5+
N2 6+
4+
+ Mass analyzer |
Capillary — 4 + —
Sample ; / + ++ + 4+ m/lz
L 5 + >
solution [ ‘, >3 \ L : I Detector ESI mass spectrum
l - —
4000V
Atmospheric Low High vacuum
pressure vacuum
(b) Matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI)
Sample
in Laser
—— matrix /pulse
/
/ Mass analyzer =
— p  —
+ i 5 _/ miz
+ Detector MALDI mass spectrum
——
—
= High vacuum

30,000 V



Relative abundance
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MS-MS

(a) Electrospray ionization tandem mass spectrometer
Electrospray MS-1 Collision Cell MS-2 Detector
ionization
source
(b)

MS-1

MS-2
P57 —
Collision
cell FiFyF3Fy Fs
lon -
source

Detector




Relative abundance

MS-MS

286_, 400 887_944_ 1092_ 1239_ 1326_ 1397

Gl\@\aﬁs%S;\fj:;\m\(}%\%\ Ph\se\ﬁ\i\rg

100

80

60

40

20

1442 1385 1286 1172 1057 684 627

784.8

684.2

813.0
1054.5
045.7 332.9 4791
1171.2 1286.0
‘ 942.7 ‘
‘ ‘ 642.6
627.8 ‘
173.7 | |

Ll b ol h UL ] L e
: H'If[lJJ L ot l s it i -'.nw” -HH my . J|| ll L WA 0L l LAY Ll
200 400 600 800 1000 1200 1400

m/z



Syntéza peptidu

1. syntézav roztoku (1953 Vigneaud syntéza oxytocinu)

2. syntéza na pevné fazi (Merrifield)

OH
Tyr
o Yy
HENJ)LN 0
Cys H
Pro Cys S lle
O
E\ GIn
O
HZNJK/
Gly NH

oxytocin



27.17: Peptide Bond Formation. Amide formation from the
reaction of an amine with a carboxylic acid is slow. Amide bond
formation (peptide coupling) can be accelerated if the carboxylic
acid is activated. Reagent: dicyclohexylcarbodiimide (DCC)

CeH11—N=C=N—CgHy; CeHiy C6H11

(DCC) R-NH, “activated acid"
o- C|36H11 o o
N\ NH R)]\N’RI * CGHllxN)kN/CGHll
—= Rr7T0C — N NN
ANH N
R + CgHyp Amide DCU

D CF3CO,H
cBz. Jﬁ(OH + hn OBn Jﬁ( \)k —  » HoN \)kOBn
2

N peptlde selectively
o) o) coupling remove N-
protecting
Ala Val group
et H T H 7 H,, Pd/C ? H 9
—_—
N N 2
= LD N L LN S N R W
z H 0 E H H 0 H
ch\N OH Ph/ PN Ph” PN
H
9 Phe - Ala - Val

Phe (F) (F-A-V)

84



The solid support (Merrifield resin): polystyrene polymer

@/\
styrene initiator
.
—»

AN polymerization
O

divinylbenzene
(crosslinker, ~1 %)

H3COCH,CI

- > CH,CI

o)
0 : BOC O_@_\ ° CF3COH ( ) C
_— > o)
S N\H 4<;NH
R BOC $ 2
R
Solid-phase peptide synthesis
FMOC. purify: purify:
\/g( O J\[f I{ 0 wash & filter (Hj ' Ir O wash & filter
FMoC” j)l\ B remove N-= 2 fj\
peptlde protecting
group

coupling

DCC purify: O . purify by liquid Ph o
i H
—n > EMoC. j}( \/g( o wash & f||ter= N N . chromatograrphby j\[(N I{OH
o remove N- ) HoN H
¢} o}

remove N- 3
FMOC. protecting protecting or electrophores|s
group group and cleave

H (0] from solid-support
Phe (F)
85



Ribonuclease A- 124 amino acids, catalyzes the hydrolysis of RNA
Solid-phase synthesis of RNase A:

Synthetic RNase A: 78 % activity
0.4 mg was synthesized
2.9 % overall yield
average yield ~ 97% per coupling step

LYS GLU THR ALA ALA ALA LYS PHE GLU ARG
GLN HIS MET ASP SER SER THR SER ALA ALA
SER SER SER ASN TYR CYS ASN GLN MET MET
LYS SER ARG ASN LEU THR LYS ASP ARG CYS
LYS PRO VAL ASN THR PHE VAL HIS GLU SER
LEU ALA ASP VAL GLN ALA VAL CYS SER GLN
LYS ASN VAL ALA CYS LYS ASN GLY GLN THR
ASN CYS TYR GLN SER TYR SER THR MET SER
ILE THR ASP CYS ARG GLU THR GLY SER SER
LYS TYR PRO ASN CYS ALA TYR LYS THR THR
GLN ALA ASN LYS HIS ILE ILE VAL ALA CYS
GLU GLY ASN PRO TYR VAL PRO VAL HIS PHE pdb code: 1AFL
ASP ALA SER VAL

R. Bruce Merrifield, Rockefeller University, 1984 Nobel Prize in Chemistry:
“for his development of methodology for chemical synthesis on a solid matrix.”

86
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|
.‘\lII-l—U—O—('}H:r@

‘Izl) f_[l“,H2}_4
(CH,),C —O0— C—NH— CH— COOH

Boce, N t-benzyloxycarbonyl-Lys

- (_31|2©
|

? {_‘[]2
I |
(CH3);C—O0—C—NH—CH—CO0OH

Bog, S-benzyl-Cys

(0]

Il
C—O0—CH, @

‘I:I) (CHy),
(CH3)3;C— O— C—NH— CH— COOH

Boc-Glu, y-Benzyl ester

|

(”) CH,
|
(CHg)sC— O— C—NH— CH— COOH

Boc, O-benzyl-Ser

HsC
HsC

>\fx)\f°

§
t-Butyloxycarbonyl amino acid
(t-Boc amino acid)

O

Dicyclohexylcarbodiimide
(bcg)



Patologické hemoglobiny

Mutace v jednotlivych retézcich Hb

HbS - patologicky projev Srpkovitd anemie

HBB Sequence in Normal Adult Hemoglobin (Hb A):

Nucleotide CTG ACT CCT GAG GAG AAG TCT
Amine Acid Leu Thr Pro Glu Glu Lys Ser
I I

I
3 6 9

HBB Sequence in Mutant Adult Hemoglobin (Hb S):

Nucleotide CTG ACT CCT GTG GAG AAG TCT

Amino Acid Leu Thr Pro WVal Glu Lys Ser
I I I
3 6 9

D Sranley Flegler\ausle U nkfroted

@ Sanley Flagler/Visusls Uniratiad



Zameéna Glu za Val vytvari nepolarni oblast
Misto tetrameru vznikaji retizkové aglomeraty pripominajici strukturu aktinu
Fysiologicky projev - ca 10 odvozenych poruch

 Nedokonaly transportu kysliku v krvi - odtud srpkovitd anémie

* Nevhodny tvar, Zivotnost ca 20 dni (ca 120 u normdlnich)

° v v 4 Vd .- '
Ucpdvéni cév __ JQ# ?J ._ ﬁ
@) Normal red blood cells .
BY 4 & ﬁ @
2 # '!.T' j)t %‘é
% i
g ag A
® iy e
RBCs flow freely NDHMHL ELU M PED
o i el HEMOGLOBIN HEMOGLOBIN
© Abnormal, sickled, red blood cells — - / 1_ “"-, s ol

(sickle celis)

il

(

Sl
y,

1y
e




Korelace vyskytu genu HbS a malarie

percent of
population §
that has the
sickle-cell allele
(Hemoglobin =)

| REE
B 1214

B 1012
8-10

endemic

] falciparum malaria

Maldrie je parazitickd infekce prendsenad z ¢lovéka na ¢lovéka kousnutim

infikované sami¢ky komara rodu Anopheles. Plasmodium falciparum je prvok z
kmene vytrusovci (Apicomplexa)

Vyznam mutace
* Nevyhoda - anemie, mala vykonnost, kratsi Zivot

* Vyhoda - odolnost proti Plasmodium falcjparum prvok z kmene
vytrusovci (Apicomplexa)



Elektroforesa

v - rychlost iontu v elektickém poli
E - intenzita elektrického pole
u - elektroforeticka pohyblivost

-+ Fe -
4—
-, &
Fe
Béhem elfo se vytvoii ustaleny stav, ustali se
L hlost iontu. Plati:
F¢ - elektricka sila YOSt 1ontd. Fat
Fe=QxE Fe=F.  pfi urcité rychlosti
Q - naboj iontu '
E — intenzita elektrického pole
Fr — frikéni sila QxE=6mrv v=uxE
Fe=-6nnrv l
n - viskozita roztoku
I - polomér iontu w= Q6N
v —rychlost iontu




Princip elektroforesy

Zonova elektroforéza




Rozlisdeni forem Hb elektroforezou

Anionty - smér k +
HbS chybi jeden Glu - pomalesi
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