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Hlavni oblast
biochemie

* |atkové slozeni organizmu

* VZzajemna premena latek
(metabolismus) zahrnujici
predevsim chemicke, ale take dalsi
pochody

* premeéna energie a jeji tok v ramci
organismu j v ramci celé biosfery
(souboru vSech Zivych organismu)

* VZajemne vz_ta.h% dilCich pochodu v
organismu, jejich organizace a
regulace

 tok informace, jeji projevy,
autoreprodukce

Tomas KaSparovsky 3




Slozeni zivé hmoty

» Biogenni prvky — kvantitativni * Organické latky
zastoupeni * nizkomolekularni
* Prvnidroven: C, H, O, N « vysokomolekularni -
« Druha uroven: Na, K, Mg, Ca, biopolymery
Cl,S,P
» Treti uroven: Co, Cu, Fe, Mn, Zn « Hlavni typy - skupiny
« Ctvrta uroven: Al, As, B, Br, Cr, « bilkoviny
F, Ga, |, Mo, Se, Si, V. * nukleové kyseliny
* sacharidy
« Anorganicke latky — i prvky * lipid
* voda Ry S
« Na*, K*, ClI, SO, HCOy, | ;,-,nr"

HPO,%, Ca, Mg, Fe, Zn, Va, Cu,
Mo, Ni, Mn, Se
plyny = 02, N2, COz, NO

Tomas Kasparovs ky



Slozeni organizmu

Latka
voda
bilkoviny

nukleové k.

sacharidy
lipidy

org. latky
anorg. latky

clovék
60
18
1.5

0.5
16

rostliny
75
4
1

Tomas Kasparovsky
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\

Zasadity roztok p H
* pH extracelularniho prostoru
Antacida (resp. krevni plasmy) je 7,4
s
7 * pH intracelularnino prostoru
6 jeniz s i, asi6,8
5
‘ v v ry vy s
« zaludecCni stava pH 1,5
Zaludeéni $tava - tenke strevo pH 8
Kysely roztok

mocl] pH 5

Tomas Kasparovsky 6




Pufracni systémy lidského organismu

Pufrac¢ni systém krve
* hydrogenuhliCitanovy (bikarbonatovy) pufr —
» hlavni pufr extracelularnich tekutin
» tvofen parem H,CO; / HCO4

« Kkyselina uhliCita je v rovnovaze s
rozpusténym CO,

 Pufracni systémy lidského organismu

. pufr
- tvofen parem H,PO,/HPO,?*
- udrzuje pH v intracelularnim prostoru.

. skupiny postrannich fetézcll] aminokyselinovyc
* hemoglobin/oxyhemoglobin (Hb/HbO2)

Hb s navazanym kyslikem (oxyhemoglobin),

je silngjsi kyselina

Tomas KaSparovsky 7



Obecna
struktura
aminokyselin

e a-aminokyseliny (2-
aminokyseliny)

+ : * R — specificky zbytek

jednotlivych AK

H * L-aminokyseliny

CH, CH, . t)jpvic_:ké pro
\ | | _ vétsinu biomolekul
HN—C—H H—C—NH:  (D-vzacné)

L -alanin D-alanin

Tomas KasSparovsky



Acidobazickeé viastnosti

12 ¢

TABLE 3.1 Typical pK, values of ionizable groups in proteins

Group Acid Base Typical pK,*
0 0
Terminal a-carboxyl group /lc\\_ H /,C'\\___ 3.1
o] (s}
. . 0 [0}
Aspartic acid | [T 41
Glutamic acid ~C H /C*“O '
i
Histidine 4t 4 6.0
N, N,
H H
+ /H
Terminal ¢z-amino group N{ H N"{-H 8.0
H H
Cysteine S,H = 5" 8.3
Tyrosine P —— 10.9
+/H
relne Na, —_— N, 0.8
Lysine VH _ VH 10.8
H H
H H
H o+ NH T
Arginine Ne=C — N—C 12.5
) - e C e C
N-H N-H
H H

pkK, values depend on temperature, ionic strength, and the microenvironment of the

ionizable group.

Vice disociabilnich
skupin

pl = (pKy, +
PK,)/2

kde pK,, a pK,
ohranicuji neutralni
formu

0 0.5 1.0 1.5
H* ions dissociated/molecule

Figure 4-8 Fundamentals of Biochemistry, 2ie
© 2006 John Wiley & Sont

Skupina pK Skupina pK Skupina pK
o COOH 1.8-2.5 B COOH 3.9 vy COOH 4.1

o NH, 9-10 € NH, 10.8 guanidin 12.5
imidazol 6.0 SH 8.3 OH 10.1

Tomas KaSparovsky
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‘Il Nepolarni

Alifatickeé

Tomas KasSparovsky

Glycine
(Gly, G)

H H

*H3N Co0-

H
*HsN—C—C0O0"

H

Glycine
(Gly, G)

Alanine
(Ala, A)

H

*HsN Co0-

CHs
*HsN—C—C00~

H

Alanine
(Ala, A)

10




Valine
(val, v)

HsC

e

*HsN coo-

CHs
H—C—CH3

*HyN—C—CO0"~

Valine

(val, v)

Leucine
(Ley, L)

*HsN co0-

CHy
H—C—CH;
i
*HsN—C—C00"

H

Leucine
(Ley, L)

Isoleucine
(le, 1)

Hs

FaC o cHs

*HyN oo~

CHy
CH,
H—C—CHs
*HsN—C—CO0™
H

Isoleucine
(lle, 1)

Methionine
(Met, M)

CHy

CH,

CHy
THsN —‘l: —Co0~

H

Methionine
(Met, M)

Tomas Kasparovsky

Nepolarni

Alifaticke

e Vétvené
* Met sirna

11




‘Il Nepolarni

Aromatickeé

Tomas KasSparovsky

Phenylalanine

(Phe, F)

Phenylalanine

(Phe, F)

*HyN—C—COO"

H
Tyrosine
(Tyr. Y)

Tryptophan
(Trp, W)

12




Nepolarni

-

* VyjimecCna struktura
 Zvlastni dopad na
strukturu polymeru
— bilkoviny

- Heterocyklicka e, <
He M i S
SN /’k h+—c—c00-
N CO0"
2 2|
Proline H
(Pro, P)

Tomas Kasparovsky 13



Polarni

* Hydroxy AK

 Cys —disociovany (sl. kysela)

*HaN oo~

Cysteine
(Cys, C)

SH

CH,

FHzN-— I‘T'—COD'

H

Tomas Kasparovsky

Serine

(Ser, S)

+HsN—C—C00"

H

Serine
(Ser, S)

Hﬁﬂx . -CHs

*HiN Coo-

OH
H—C—CHs

*HyN—C—C00~

Threonine

(Thr, T)

14



Polarni
disociova

neé

(bazickeé)

*Hi——C—C00"

H

Lysine
(Lys, K)

Tomas Kasparovsky

Arginine
(Arg, R)

*HyN—C—C00~

Arginine
(Arg. R)

Histidine
(His, H)

N

e
He” e
A
N7

Histidine
(His, H)

15



Polarni
(kyselé)

« Asp a Glu
» disociované

« Asn a GIn
* nedisociované
* nejsou aminy!

Aspartate
(Asp, D)

*HsN—C—CO00~

Aspartate
(Asp, D)

Glutamate
(Glu, E)

Glutamate
(Glu, E)

Asparagine
(Asn, N)

HsN Co0"

O%C/NH?

CH,

*HsN—C—CO00"

H
Asparagine
(Asn, N)

Glutamine
(qln, Q)

-H3N—~-§-~coo-

H
Glutamine

(Gin, Q)



Vol_né | scncacos  ‘mrenoncncos
II| amankysellny a Bahnl ¥ aminomiiselns kyselina

derivaty H o
";@‘“@ ;@‘%&

« Soucasti jinych biomolekul — [J-

alanin BoRA o
* Funkce v metabolizmu
* V}I/ée uvedene + dalsi H CHOH, HO HCH,
e ornitin a citrulin + Asp a s M, gl M
Arg Boradremalin adrenalin
* Nervové mediatory a hormony
* vy aminomaselna
 DOPA, dopamin, adrenalin %@mﬁnm
» thyroxin, trijodthyronin i ; N’
« Antibiotika -
* azaserin, cykloserin, (353'5'-tetrajod thyrouin)

chloramfenikol

Tomas Kasparovsky 17



Vznik peptidu

* Peptidova vazba
» Charakteristika HN—

* Velikost peptidu

R o
* Di-, tri-, atd —peptidy HJNJ'—J:—E
* Oligopeptidy — do 10 1'1

 Polypeptidy — do 100
* Bilkoviny

+‘i‘: 2 :
+ HSN—C—C i
| Mo
H
22 0o
|z
—N—C—C. H,0
| | Mo
H H

18



‘I Prirodni o 0
peptidy 7

HS
Glutathione

* Di - karnosin — -Ala-His —
sval (antioxidant?)
«anserin — N
metylkarnosin

* Tri - glutathion — GSH — y-
Glu-Cys-Gly
» Kofaktor oxidoreduktas
a transferas

Tomas KasSparovsky



Vyznamne
peptidy

« Peptidové hormony » Peptidové fyto a
 oxytocin, vasopresin zootoxiny —Cs

L i
* inzulin, glukagon « amanitin, falloidin IJ/\ J
. . NH

* mikrocystiny \

'.L 5"'3 Hzr‘ll

C=0
: . . . ' ° NH, ;' N
 Peptidove neuromodulatory rv1te’uorotoxv|nly hadd, f & -
: . Stiru a vce A }-./
* enkefaliny, endorfiny stﬁ - Hod
_~N—
. z 9. g N
 Peptidova antibiotika 0=
* penicilin, gramicidin, c)\” _HN CU |
valinomyecin, H,C H Fb(_[ o, OXytocin
aktinomvcin g”
A chain 5 5 Ha
Gly-lleAal-Clu-Gln- Cys-Cys-Ala-Ser-\al- Cys-Ser-Leu-Tyr-Gla-Lew-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn
5 10 15 21
5 5
B chain } 7
Phe-Val-Asn-Gln-His-Lew-Cys-Cly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Cly- Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Ala
5 10 15 20 25 30

Tomas Kasparovsky 20



Hierarchie
‘l struktur

* Primarni
« Sekvence aminoacylu — kolik a
jak serazeny

« Homologie bilkovin

» Sekundarni
» Usporadani — vztah
sousednich monomeru
e Terciarni
» Tvar molekuly v prostoru,
usporadani retézce jako télesa
« Kvarterni

« Agregacni stav funkcni
jednotky, nadmolekularni
uroven

Tomas KasSparovsky



Predikce sekundarni
struktury

* Primarni struktura * Preference struktur v usecich I
ovliviiuje sekundarni s pfevahou aminoacylu

Garrett & Grisham: Biochemistry, 2/e
Figure 6.39

Glu
Met
Ala

Leu
Lys

Phe
Gln
Trp
Ile

Saunders College Publishing

Tomas Kasparovsky 22



| HEMOGLOBIN

Human

| MYOGLOBIN |
Cow
Whale

Monkey

Human Human

Cow cesubunit

B subunit

Chicken i Chicken

| LEGHEMOGLOBIN |
Soybean

Sekvencni
homologie

e Evolucéni strom
 Hb
* MyoG

Tomas Kasparovsky
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Chovani bilkovin in
situ

* Interakce bilkovinne molekuly s prostredim —
tvar a vlastnosti

 Orientace zbytku -R podle polarity

 Polarni (vodné) prostredi — cytoplasma, matrix,
krev apod.
* Vliv pH (naboije!), I, ligandl apod.
* Nepolarni prostredi (membrany)
« Konformace — popis tvaru, vztahu cCasti
molekuly apod.
 ZastreSujici pojem

-

* Pfedevsim terciarni struktura ! ot
« Zmény konformace — interakce s prostfedim
— zmeéna rozlozeni sil /
« Konformacni zmény — zaklad vétsiny funkci
bilkovin -



Chovani bilkovin in situ

e Bilkovina v roztoku

 Solvatacni obal, interakce s prostfedim
(voda, ionty - pH)

» Ovlivnéni rozpustnosti — srazeci metody f @_ |
* Denaturace P R AN
« Zmeéna (terciarni) struktury, ruSeni i :

nativnich interakci

 Reverzibilni — denaturace neni vhodné
oznaceni

* I[reverzibilni — denaturace v pravém
slova smyslu

« fyzikalni faktory - T, zareni, tlak —
mechanicke vlivy

« chemickeé faktory - pH, organicka
rozpoustédla, detergenty, tézke kovy,
mocovina,

L
v

Tomas KaSparovsky 25



Slozené A
bilkoviny N

 Slozena bilkovina
» Apoprotein - bilkovinna soucCast — zaklad
* Prosteticka skupina — nebilkovinna soucast — pevné (vétSinou
kovalentné) vazana
* Typy prostetickych skupin

* glykoproteiny obsahujici sacharidovou komponentu. Jeji vyskyt je vsak
pomérné obecnym jevem, takze bilkoviny s obsahem do 5%
sacharidové slozky takto Casto nenazveme.

» metaloproteiny obsahujici kovy. Podle jeho charakteru specifikujeme
jako napft. feroproteiny (podskupina hemoproteint), molybdo-, kupro-
atd.

« fosfoproteiny
* lipoproteiny — agregaty bilkovin s lipidy a dalSimi hydrofobnimi
molekulami

« chromoproteiny — strukturné nejednotna skupina charakterisovana
barevnosti (vyraznou absorbci svétla)

Tomas KaSparovsky
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Zakladni funkce bilkovin

- Katalyticka
* Enzymy

o Strukturni
« Zejména fibrilarni, ale i globularni
» Kontraktilni

* Transportni

 Polarni prostredi — prenos
nepolarnich latek — Hb

* Nepolarni prostredi — membrany —
prenos polarnich latek

* Obranné
« Signalni
* Regulacni

Tomas KaSparovs ky 27



a-keratin

o+
« zakladni jednotka . b /
pravotocCivé a-Sroubovice \ e S
: z o R / H C/ \I-I ?
- Lidské vlasy, kuze a e -
v s Vs _ v H 4 :
nehty, ov&i vina, 2in& ® o
apod. J "-:‘ﬁf”\ X
: \ S
« Vlasy se ve vihkém stavu .- B
daji natdhnout az ?f&cx’i e
dvojnasobne, pritom G i /H
v yé 7 B =
prechazi struktura 7 R Vi
Sroubovice na skladany I g lf”\
list. Jev je vyuzivan ve ;. o 8
vlasovych vihkomérech (a ¢

kadernictvi).

28
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Struktura o -keratinu — lidsky vlas

{a) &) r"
|

superhalic a
mikrofibrila

makeelibrila

protafibrila J
|pér supethelizd) | ¥

mikrefibrila
(uspofdddnis + 2)

T ‘

29



Kolagen

« Zakladni stavebni jednotkou je levotocCiva
sroubovice - prokolagen
« Zbytky R jednotlivych aminokyselin smérfuji
dovnitf fetézce.
« Je tvofena z 2/3 glycinem a prolinem,
jejichz malo obiemné zbytky Ize sméstnat
do takové s Gly

Pro

Pro

Gly

Gly
Pro

* Prokolagen a trimer tropokolagen ., .: asparousis

(a) Collagen
Copyright & Panrson Education, ino., publishing as Benjamin

30



Struktura
~ kolagenu

= = g
S T e T T e A R e e
S - .
—

£ i R e
LE = G T
T - - w1
> -1__.--2?‘%"4;“' fr e e
- - - . L o et T i
= e i e e !
T - e L T T 7 5 St r- e — ey D
~ - e e e, Ll
e e = e " - L1 I
s S 3 e s —— —5 oy
c B - T - ' - 4
— - = " . - g — 1 = 7

" Typy kolagenu Strukturni
y W L EAE T H material
MR 3d ™ O \L g Ca27typo 25-30 % véech
: A B x Ly 7% Typ | ca 90% bilkovin

3 A S w &7 A _ . v -
i A AT AN Variace struktury, Mezibunecny
% L B RAE i/E G vyskyt material, vazivo

B s e . i . W
=

S 7 - AR

SWEE wWE ¥ 3 He Slachy, kosti

Vidkna kolagenu Kize (hojeni ran)

Tomas Kasparovsky 31



Elastin

* VIakna bohata na alifatické AK, Pro

aLys
/‘ * VVyrazne sitovani

* Sroubovice méne usporadana
nez u kolagenu

* volne zohybaneé useky spojeny
pricnymi vazbami

* vysledne mechanicke vlastnosti
pripominaji pryz

* Tvori podstatnou cast materialu
kuze, cev, plicnich sklipku apod.
tkani

* Hydrolyzou peptidovych vazeb
ziskavame smes aminokyselin,
obsahuijici neobvykle derivaty
vzniklé sitovacimi reakcemi, napr
desmosin.

Tomas Kasparovsky 32



Elastin

« Schema struktury pojivoveé tkané
obsahuijici elastin

elastic Tiber
A
i N

g .
< | - e,
o .
S P

O

STRETCH ‘ RELAX

single elastin molecule

2 E%; \>q f""tross-nnk-_E_ "

(B}

« Starnutim — oxidaci
* vice pfiénych vazeb
 Ztrata pruznosti

Tomas Kasparovsky
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Strukturni bilkoviny
cytoskeletu

« Priklady — fibrilarni i globularni (agregace do vlaken)

CYTOSKELE TAL FILAMENTS MAMZTER, nim FPROTEIMN SUBUNIT

Mizrcflaments 7 Actin
Inteediale filaments 10 Savaral PrCransg
Mugcle thick *laments 15 Fyoagin
microtubuies 25 Tubsl i

FIGURE 3-15 Cytoskeletal filaments associated with cell shape and motility,

Tomas Kasparovsky 34



Transportni bilkoviny

* Nepolarni latky v polarnim prostredi
« Sérovy albumin

* Transport MK

« 7 na molekulu

» Acyl obalen polarnimi useky

* Prenos dalsich latek — IéCiva
* Lipoproteiny

« Komplexni utvary, agregaty mnoha

molekul

* RUzna struktura, slozeni, velikost apod.
» Transport lipidu

» Cholesterol

* Tuky aj. lipidy

» Karotenoidy apod.

* Nepolarni komponenty obaleny fosfolipidy
a apoprotelny — OFIGHtCG Tomas Kasparovsky 35




Phospholipids

2 apoB-100 &

Unesterified
cholesterol

‘|l Lipoprotein

%chéma lipoproteinu

S0 apoB-100 & Cholesterol
esters

Triglycerides

Tomas Kasparovsky .



* Funkcni hemoglobin je tetramer
slozeny ze
« - 2 podjednotek a (lehké fetézce, 141
aminokyselin) a
» - 2 podjednotek (B (tézké retézce, 146
aminokyselin)

- symbolicky oznacCujeme tento
Stru ktu rd tetramer jako a2 32

heng|obin » Oznaduje se HbA (adult)

 ev. HbA1 chceme-li odlisit od
(H b) minoritniho (2,5%) HbA2 o sloZeni a2
02 rovnéz se v organismu vyskytujiciho
* V kazde podjednotce je vazan
jeden hem jako prosteticka skupina
 koordinaéni vazbou Fe?* na zbytky His
 pfimo na proximalni His 93 ,
« zprostredkované na distalni His 64
Tomas Kagparovsky o 37




Tomas Ka$parovsky

S t ru kt ura D‘*-l.;.v_,;-*ﬂ G-u_;ﬂ._h_v__ .

hemoglobinu (Hb)

+Prosteticka skupina Hb  — 7 7
« Hem ma Fe?* NN S
» Oxidaci na Fe?* vznika hemir ¢ ré )
hemoglobin se méni na Y rq/ —
methemoglobin 4
;:? Y ;__.;-ﬂ, j;‘:’f g yf/
Heme

(Fe-protoporphyrin IX)

38



Funkce hemoglobinu

« Fe?* je vazan 4 vazbami na porfyrinovy kruh
5. koordinacni misto je obsazeno
proximalnim His 93

 Fysiologickym ligandem 6. koordinacni
mista je O,

 vazat se mohou i jiné ligandy

* velmi pevné se vaze CO (otrava

svitiplynem, spalinami nedokonalého
hofeni apod.)

* Vazba je vratna a Ize ji popsat rovnicemi

Hb + O,=Hb.O, ev. Hb+CO=
Hb.CO

* Hb nazyvame dexoyHb, Hb.O, — oxyHb,
Hb.CO — karbonylHb

Tomas KaSparovsky 39



Funkce hemoglobinu

* Fysiologickou funkci Hb je prenos kysliku v krvi (z plic ev. zaber

do tkani

» Stupen nasyceni Hb kyslikem (tj. HbO,/(HbO, + Hb)) zavisi na
jeho parcialnim tlaku pO, v okolnim prostredi — Cervena krivka

(torr = 133 Pa)

Y (fractional saturation)

o

O
o

o
o

o
»

o
o

O
o

Tissues Lungs

/_;7 Hemoglobin

- 66% 7= No
/ cooperativity
B 38%
l I | | |
20 50 100 150 200

pO, (torr)

40
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Odbourani
hemoglobinu a

* \/lyfazené eryllr‘clcgtm U

» Rovnovaha ve fyziologickém stavu
 Patologicke stavy

- St&peni na apoproteinu
 Verdoglobin

« Uvolnéni z apoproteinu
« Biliverdin

* Bilirubin
» Redukci biliverdinu

« Konjugace s 2 glukuronaty —
transport

* Vylu€ovani zluCi (ZluCova barviva

« ZvySeni — marker patologickych stavu
 Produkty stfevni mikroflory a ledvin

* Redukce — sterkobilin, urobilin

Tomas Kasparovsky




Bilkoviny imunitniho
systemu

e 4
=SS IgD W
% & o § W=
0 %g 52l o
0 A O e
PARES N 27 00 W
IgA IgE %0 aﬁ" 5
@Q %% IgM
Q
00
00
IgG

« Schematicke znazornéni struktur
imunoglobulinu.

Tomas Kasparovsky



Bilkoviny imunitniho
systemu

* Funkce in vivo — prirozeny system |I

» Cast slozitého mechanismu, funkce spiSe signalini,
aglutinace (erytrocyty)

 indukovana syntéza, energeticka narocnost,
regulace

 rozpoznavaci schopnost, specificita r
» kapacita

* Poruchy
« Autoimunitni choroby
* Nedostatecna produkce

* Imunologie, imunochemie

Tomas Kasparovsky 43



