Ivana FELLNEROVA

Katedra zoologie PiF UP Olomouc

http://www.zoologie.upol
.cz/osoby/fellnerova.htm

Proteiny: trocha historie

Henri BRACONNOT (1780-1855)
Francouzsky chemik a farmaceut

Mimo jiné studoval zakladni povahu proteint a dokazal,
Ze aminokyseliny jsou zakladni $tépné produkty proteinl

Hermann Emil FISCHER (1852-1919)
Némecky chemik,
nositel Nobelovy ceny za chemii (1902)

Vypracoval analytické metody separace a identifikace AMK
Syntetizoval v laboratofi pfirodné se vyskytujici AMK.
Objevil nové typy AMK (napt. prolin)

Definoval peptidickou vazbu a uméle syntetizoval
oligopeptidy

*lvana FELLNEROVA, PFF UP Olomouc*

Proteiny: obecna charakteristika

@ Stoji na pocatku vzniku Zivota, jsou podstatou vSech
zivych organizmu; zastavaji zivotné dulezité funkce,
bez kterych by Zivot nemohl existovat

@ Kvantitativné (50-80% susiny) i kvalitativné
nejvyznamnéjsi slozka Zivych organismu (strukturni i
regulaéni molekuly)

@ Vysokomolekularni pfirodni latky (biopolymery),
jejichz stavebnimi kameny jsou aminokyselin

@V porovnani s ostatnimi slou¢eninami, se proteiny se
vyznaduji nejvétsi variabilitou vibec

*lvana FELLNEROVA, PFF UP Olomouc*

Proteiny: trocha historie

James B. SUMNER (1887- 1955)
nositel Nobelovy ceny za chemii (1946)

ize.org/nobel_pri; -bio.html 4

americky chemik, enzymolog

Dokazal bilkovinnou povahu enzym(, pracoval na
metodach izolace Cistych bilkovin

Poprvé izoloval krystalizaci bilkovinu: enzym ureasu.

Linus Carl PAULING (1901-1994)
americky kvantovy chemik a biochemik.{%=>
Podilel se na objevovani prostorové stavby
bilkovin (odvozeni o-helixu),

pati k zakladatelm molekularni biologie
Vyznamné pfispél i do fady dalSich obor(,
véetné& anorganické a organické chemie,
metalurgie, imunologie, anesteziologie a
psychologie.

(Za svou praci na podstaté chemické vazby pomoci kvantové
mechaniky, mu byla v roce 1954 udélena Nobelova cena za chemii.)

*lvana FELLNEROVA, PFF UP Olomouc*




Proteiny: terminologie AMINOKYSELINY - zakladni slozky proteini

Aminokyseliny (AMK) = organické kyseliny, které obsahuiji alespori 1 skupinu —NH,
Aminokyseliny pfedstavuji zakladni stavebni kameny vSech protein(.
Je zndmo celkem 20 (resp. 21) druh aminokyselin

@ Slovo ,protein“ pochazi z feckého
slova ,protos” = ,prvni “

® Cesky nazev bilkoviny je odvozen 0 i rec no y

od slova ,,bilek*.

/f\\
@

-NH,
aminoskupina -

= Vajecny bilek obsahuje asi 40
raznych bilkovin, které pIni fadu
funkci.

\

= V bilku jsou pfitomny bilkoviny s
vysokym zastoupenim esencialnich
aminokyselin.

= Vajec¢na bilkovina dokonce slouZi jako
referenéni bilkovina pfi srovnani

vyzivové hodnoty bilkovin v jinych »R“ = organicky zbytek

e COOH

Rt (u AMK glycinu jen atom vodiku ), karboxylové
Organicky zbytek aminokyseliny tvofi e
postranni fetézec a urcuje jeji chemickou povahu e
*Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc* *Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc*

Klasifikace AMK: podle chemickych vlastnosti AMK: podle vyznamu pro vyzivu clovéka

2 q T2 e = “ o A “ 2 2 2 2
V zavislosti na klasifikaénim kritériu &lenime AMK do riiznych skupin, které Esencialni AMK Neesencialni AMK
se mohou ¢astecné prekryvat. Vlastnosti AMK (a tim i jejich pfifazeni do 5 e > .
= A pt er g A = . - 3 N . v élo si je dokaze samo syntetizovat
konkrétni skupiny) se mohou také ménit v zavislosti na pH prostredi. @ lidsky organismus je nedokaze
Syntetizovat Neesencialni AMK zkratka
Podle POLARITY (afinité k vodé): @ Jsou nezbytné pro normalniristavyvoj Gy o oy
@ Polarni AMK — nerovnomérné rozdéleny naboj v molekule (zpravidla maji ,+* a ,- Shprotollsinutnyjlsiichiptisinipotravol Alanin Ala
konec); jsou dobfe rozpustné ve vodé (hydrofilni). Napf. Asp, Glu, Arg, Lys, His, Ser, T i
Tyr atd) ” £ (hy e 0 Y Esencialni AMK | zkratka firoln RO
P . . g . # Tyrosi i;
@ Nepolarni AMK - postradaji nesymetri¢nost nabojl; jsou zpravidla ve vodé Valin Val )_I“?S!n )_Ir
nerozpustné. Napf. Ala, Gly, Val, Leu, Met, Cys atd. e = Histidin His
Serin Ser
Isoleucin lle F
i = = % Cystein Cys
Podle typu POSTRANNIHO RETEZCE ,-R e e
Arginin Arg
@ Alifatické: R = alifaticky (nasyceny popf. nenasyceny, nearomaticky) uhlovodikovy fetézec Tryptofan Trp Reraraoval i Asp
(napt. Gly, Ala, Val, Leu) T ™ - -
@ Kyselé: R = kysela ,-“ nabita skupina (karboxylova nebo amidova); napf. Asp, Glu re[_m"_] 3 Glutamova kyselina Glu
® Zasadité: R = zasadita, .+ nabita skupina (napf. Arg, His) Methionin Met Asparagin Asn
@ Aromatické: R = aromatické jadro (napf. Tyr, Arg) Lysin Lys Glutamin Gin
@ Obsahujici siru: napf. Met, Cys
@ Iminokyseliny: jde o nestalé dikarboxylové kyseliny s —~NH skupinou; pF. je prolin PLNOHODNOTNE bilkoviny: obsahuiji viechny esencialni aminokyseliny (vétsina zivogignych bilkovin)
NEPLNOHODNOTNE bilkoviny: nékteré aminokyseliny v nich chybgji (vétsinou rostiinné bilkoviny)
*Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc* *Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc*




AMK: zajimavosti

21. resp. 22. aminokyselina:

Vedle zékladnich dvaceti AMK existuje aminokyselina selenocystein, ktera nahrazuje cystein v lidském
enzymu glutathioperoxidaze a v enzymech nékterych bakterii. V selenocysteinu je atom siry cysteinu
nahrazen selenem.

HH, Hila
Cystein H-S—CHE—C:—COOH e II-‘—Cllz—(lf— C00ll Selenocystein
H ]

Dalsi info: portal AKADEMON  http://akademon.cz/default.asp?source=1004

Jesté k 21. pHirozené aminokyseling 26.10.2004

V roce 1986 byl objeven selenocystein jako 21. piirozena aminokyselina, kiera se vyskyluje vFadé proteind a kterd je zfejmé pfitinou potfebnosti nepatrnych davek selenu v potrave.
Pravdou owem Je, Ze selenocystein se tvofi teprve modifikaci serinu vézaného na specifickou tRNA ve dvou krocich pusobenim selenocysteinsyntazy. Na druhé strané py rolysin
(sprévnéi by bylo pyrrollysin nebo pyrrololysin) mé svoji speciickou tRNA, na kterou se primo vaze a s ni pak vstupuje do reakc proteosyntézy. Stejné jako selenocystein mé svij
tripletow k6, konkrétné stop-kodén UAG (selenocystein ma UGA). Pyrrolysin byl objeven v roce 2002 v nékterjch methyltransferazach methanogenni anaerobni bakterie Methanosarcina
barkeri. Pyrrolysin je v podstat lysin vazany amidovou vazbou na uhilku epsilon na p kyselinu, dale na uhilku 3 pyrrolového kruhu bud methylovou
nebo hydroxylovou nebo amino skupinou. At uZ nazj véme pyrrolysin 21. nebo 22. pfirozenou aminokyselinou, faktem zlstava, Ze zakladnich dvacet aminokyselin jako sloZek ribosomaing
syntetizovanych proteind je tfeba dopinit o dvé dals, i kdyZ se to vmnoha zcela recentnich gebnicich biochemie obwkie neuvadi.

Prof. Dr. Arnost Kotvk. Fyziologicky stavAV CR

AMK nevyskytujici se v proteinech:

Existuji nékteré dalsi AMK, které se v proteinech nevyskytuji, ale maji vyznamnou fyziologickou Glohu.
GABA (y-aminomaselna kyselina) — signalni molekula v nervovém systému

Homocystein: bézné se v téle vyskytujici AMK, jejiz nadbytek je spojovan se srde¢nimi poruchami
Kreatin (derivat glycinu) —vyskyt ve svalech, kde vaze energii pfi vazbé na fofat (kreatinfosfat)

*Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc*

Peptidova vazba

Reakci karboxylové skupiny jedné AMK s aminoskupinou druhé AMK
vznika tzv. peptidova vazba -CO-NH-
Spojovanim AMK do fetézcti vznikaji peptidy

AMKE1 . || o | 1.. AMK&2

I (.
H © H O

H;O

Polypeptidovy fetézec

H® HI®
[ I

Peptidova vazba -CO-NH-

Peptidova vazba je ve vodnim prostiedi stala, Stépi se jen pfi zvySené teploté za plsobeni
silné kyseliny ¢i zasady, nebo plsobenim peptidaz a proteinaz

*Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc*
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PEPTIDY: obecna charakteristika

@ Latky tvorené retézcem aminokyselin spojenych peptidovou vazbou

@ Maji podobnou zakladni strukturu jako bilkoviny, které ale tvofi mnohem

vétsi a slozitéjSi molekuly (nazev je odvozen od feckého ,,pepto” = vafit,
travit; peptidy byly pfipravovany natravenim bilkovin)

& Poradi a zastoupeni AMK v peptidovém retézci predstavuje tzv. primarni
strukturu bilkovin

@ V organismu zastavaji fadu dalezitych funkci (nékteré hormony,
mediatory imunitniho systému aj.)

#® Rada peptidti vyskytujicich se v pfirodé ma pro élovéka pozitivni i
negativni vyznam

@& Podle mnozstvi AMK vazanych v peptidovém fetézci, rozliSujeme:
= OLIGOPEPTIDY: cca 2-10 AMK (napf. hormony hypotalamu)
= POLYPETIDY: cca 11-100 AMK (napf. inzulin, endorfiny)
= PROTEINY: nad 100 AMK

*Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc*




PEPTIDY: Prehled

PENICILIN: dipeptid (2 AMK)

@ Penicilin (2 AMK) - antibiotikum
@ Trofni hormony hypotalamu - (TRH-3AMK, GnRH-10AMK)

& Glutathion (3 AMK) - nachazejici se v burikach zZivocichu, rostlin i
bakterii. Je pfitomen v mase, zeleniné i ovoci a chrani organismus pred
oxidaénim stresem (podili se na odstrafiovani peroxidu vodiku).

@ Endorfiny (16-31 AMK) — hormony Stésti
@ Phalloidin (7 AMK) — jedovaty alkaloid hub
@ Inzulin (51 AMK) — hormon pankreatu

*lvana FELLNEROVA, PFF UP Olomouc*

Hormony HYPOTALAMU (3-10 AMK)

@ Zakladem molekuly penicilinu jsou dvé aminokyselin, cysteinu a valinu. Konkrétni
struktura se vSak lisi podle skupiny, jez je navéSena na néktera mista penicilinové
molekuly. Podle toho rozliSujeme napfiklad penicilin F, G, K, N, O, S, V &i X

Penicilin patfi do skupiny beta-laktamovych antibiotik, které plisobi baktericidné.

Beta-laktamova antibiotika v€etné penicilinu obecné brzdi syntézu bakterialnich
bunécénych stén, protoZe se vazou na ur¢ité vyznamné enzymy (transpeptidazy a
karboxypeptidazy) ucastnici se syntézy peptidoglykanu.

@ Penicilin objevil v r. 1928 Alexander
Fleming, skotsky Iékar (1881-1955)

@ Vr. 1945 mu byla délena Nobelova
cena za fyziologii a medicinu (spolu
s angli¢any Howard Floreyem a
Ernst Boris Chainem)

Produkt plisné:

V-2
2505 Sovmonauy

250

%- —

Penicillium chrysogenum

(téz Penicillium notatum)

*lvana FELLNEROVA, PfF UP Olomouc*

FALOIDIN (phalloidin) - 7 AMK

@ TRH (thyrotropin uvoliujici hormon) — 3 AMK (tripeptid): je uvolfiovan burikami
hypotalamu, pfes hypothalamohypofyzarni portalni systém je transportovan do
adenohypofyzy, kde stimuluje produkci thyrotropinu (TSH) a prolaktinu.

@ GnRH (gonadotropin uvoliujici hormon = LHRH, luteinizaéni hormon uvoliujici
hormon) — finalni produkt ma 10 AMK. je uvolfiovan burikami hypotalamu, pfes
hypothalamohypofyzarni portalni systém je transportovan do adenohypofyzy, kde
stimuluje produkci FSH (folikulostimula¢ni h.) a LH (luteinizaéni hormon)

hypotalamus

L Prochodz
hypotalamu
do hypofyzy

s

( NCURCO'OLCGY y y
') Gary 5. Vattrews (pFedni lalok) (zadni lalok)

[ i
e

*lvana FELLNEROVA, PFF UP Olomouc*

@ Jedovaty peptidicky alkaloid (7 AMK) , produkovany muchomirkou zelenou (hlizovitou)- Amanita

phalloides

@ Biochemickou podstatou toxického ucinku je inhibice depolymerizace aktinovych filament. Po§kozuje

také strukturu bunécné stény (vaze se na membranové receptory), zejména u jaternich bunék,
protoZe v jatrech dochazi k jeho koncentrovani

Muchomirka zelena
= (hlizovita)
Amanita phalloides

*lvana FELLNEROVA, PFF UP Olomouc*




ENDORFINY (16-31 AMK)

@ Opioidni peptidy obsahujici obvykle 16-31AMK
@ Vznikaji Stépenim prekurzorového proteinu v mozku, slinivce, placenté aj.

@ Vazi se na receptory v membrané cilovych bunék — plisobi jako neurotransmitery a
neuromodulatory

@ Endorfin byva nazyvan jako hormon $tésti, protoZe se uvoliiuje do mozku a zpUsobuje
dobrou naladu, pocity $tésti, tlumi bolest, ovliviiuje vydej nékterych hormon(, vyplavuje
se pri stresu a svalové zatézi (pfi porodu, sportovani).

@ Také hraje dulezitou roli v nékterych télesnych funkcich (pfi regulaci teploty). Je obsazen
v mnoha potravinach, jako tfeba v €okoladé, ale napfiklad i v uréitych drogach.

*Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc*

Od PEPTIDU k PROTEINUM

(proteinti). Casto velké a prostorové slozité molekuly proteinti popisujeme
ve ¢tyrech urovnich:

@ PRIMARNI STRUKTURA protein: je dana typem a pofadim AMK v
zakladnim peptidovém fetézci

@ SEKUNDARNI STRUKTURA protein(: je dana prostorovym usporadanim
primarniho poplypeptidového fetézce v prostoru. Usporadani mize mit
nasledujici tvary:

Q a helix (Sroubovice)
O B skladany list

#® TERCIALNIi STRUKTURA proteind: pfedstavuje prostorové konformaéni

usporadani a helix nebo B skladaného listu (resp. oboji) v prostoru

@ KVARTERNI STRUKTURA proteint: udava podet, prostorové usporadani
a typ bilkovinnych poddjednotek (kompletné ,sbalenych* tercialnich
proteinovych struktur)

*lvana FELLNEROVA, PFF UP Olomouc*

INZULIN (51 AMK)

@ Hormon tvofeny dvéma peptidovymi fetézci (A-21, B-30 AMK), spojenymi disulfidovymi
mustky (vazbami). Celkem ma molekula inzulinu 51 AMK

@ Je produkovan B burikami slinivky bfisni; snizuje hladinu krevni glukézy

@ Vroce 1923 byla objevitelim inzulinu, Bantingovi a Macleodovi (pod jehoz zastitou
provadél Banting své pokusy) udélena Nobelova cena za fyziologii a Iékarstvi

Potraviny bohaté na sacharidy
stimuluji slinivku
k produkci inzulinu

molekula
hormonu
INSULINU

Hladovéni inhibuje
sekreci inzulinu

*Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc*

1. PRIMARNI struktura proteinti

Zakladni informace o prostorové struktufe a tim o vlastnostech proteinu je uloZzena
v primarni struktufe (pofadi AMK). Pfi proteosyntéze tedy burika pfimo fidi vznik
primarni chemické struktury protein(.

Nasledné budovani prostorové struktury proteinu (svinuti, folding) je postupny
proces determinovany primarnim poradim AMK v peptidovém fetézci (struktura
primarni = sekundarni = terciarni = kvartérni)

Sekundarni struktura

Tercialni struktura

*Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc*




Struktura proteint

¢ ur€eni primarni a nasledné
kovalentni struktury bilkovin je
velmi naro¢ny ukol

¢ za jeho vyfeSeni byla britskému
biochemikovi F. Sangerovi udélena
v roce 1980 Nobelova cena

¢ mj. prvni Nobelovu cenu dostal
za ur€eni struktury insulinu

Frederic Sanger (*1918)

*Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc*

3. TERCIALNI struktura protein

Postranni fetézce AMK ] Hisdrofohal
3 3 (7 ™~ i interakce
predurcuji dalsi, | CH 1
pokrogilejsi usporadani CH: i€ CHs palypepie
helixu resp. skladaného listu o M CHs )
v prostoru. Tim se podili na Vodikové H CH
tzv. tercialni struktuie mastky B8 l
proteini. I
$=OH & CHy-i5—8-CHo—
T -~ CH
Uplatriuji se zde vazby: l y Disulfidické mistky
@ Vodikové mustky

(¢}
i

@ Hydrofébni interakce
—CHz—CHz—CHz— CHz—NH3" "0—C—CHa—

@ lontové vazby
@ Disulfidické mustky

lontové vazby

*Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc*

2. SEKUNDARNTI struktura proteinti

Primarni Fetézec poplypeptidového fetézce AMK je v prostoru stabilizovan diky
nevazebnym vodikovym mustkim mezi skupinami —CO a —NH do trojrozmérnych
tvar(: o helix Sroubovici (vodikové mustky mezi AMK téhoz fetézce)

B skladany list (vodikové mustky mezi AMK dvou sousednich fetézct)

B oto¢ka a neusporadané nahodné zak¥iveni

/ 4 Kombinace ruznych

& = ,,ﬁ:.h.:,é%! trojrozmérnych

N usporadani

S O/ v globularni

Sl ¢ [ molekule

f;, N J proteinu
Z

rd
Dn o Uy vy, [Dskladany

Vodikové &Y, &
mustky \‘:o g

oo X list

*lvana FELLNEROVA, PFF UP Olomouc*

4. KVARTERNI struktura proteinti

Pokud se molekula proteinu sklada z vice polypeptidovych fetézcu (podjednotek,
protomer), mluvime o tzv. kvartérni struktuie proteinii. Molekula proteinu
mUiZe obsahovat dvé a vice stejnych nebo rliznych podjednotek.
pretézec h b O
Typicky pf. etrameru, tj. bilkovinné
molekuly obsahujici 4 podjednotky (lidsky
hemoglobin dospélého ¢l. obsahuje 2
fetézce o a dva fetézce B)
a fetézec
protein pocet podjednotek funkce
hemoglobin 4 prenos O2 z plic do tkani
amylaza 2 enzym $tépici Skrob
ferritin 24 protein skladujici Fe
virus tabakové mozaiky 2130 proteinovy obal virové RNA
*Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc*




Prostorova struktura proteinti - prehled

AMK

Primarni »°~ 3>

l

Sekundérni

l

Tercialni

l

Kvartérni struktura

*Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc*

DENATURACE proteini

Poskozeni struktury bilkoviny fyzikalnimi nebo chemickymi vlivy oznaujeme
jako denaturaci bilkovin.

@& Denaturaci rozumime poSkozeni kvartérni, tercialni popf. sekundarni struktury
proteinu (dochazi postupné k rozvinuti molekuly proteinu)
@ Denaturace je zpravidla nevratny d&j — protein ztraci svoji biologickou funkci

& Faktory zpusobujici denaturaci: > vysoka teplota (chlad bilkoviny zpravidla neposkozuje)
» pusobeni kyseliny, zasady,
» organického rozpoustédla,
> lontovy stres aj.

’//aEr;-\
/ oe™ ’90\ il

.r\;m N\ \ "’).\/ 1
QL0 J N
= \E Y b, \ DY l
7N & <« ‘ 3 ) \ Video:
\Zd /
N 3 . Denaturace TN
Normalnlprotem\‘f’e,,am'a(\o(\// Denaturovany protein proteinu
Sl

DYNAMIKA proteini

@ Struktura vétSiny bilkovin neni zcela stala, ale dynamicky se méni v zavislosti
na okolnim prostiedi, potfebach organismu atd.

@ Konformacni zmény proteinu mohou byt na urovni kvartérni, tercialni popf. i
sekundarni

@ Zakladni rysy proteinu se neméni, ¢asti makromolekuly v§ak maji moznost
pohybu resp. drobnych strukturalnich zmén, které v§ak mohou byt pro funkci
proteinu zcela zasadni

@ Konformaéni zmény dovoluji proniknout malym molekuldm k reakénim
centrim proteinu, umozriuji regulaci aktivity mnoha enzym, jsou podstatou
déju jako svalova kontrakce &i pfenos informace pres biomembrany

Animace:

Dynamika promény
tvaru proteinu

*Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc*

*Ivana FELLNEROVA, PiF UP Olomouc*

DERIVATY proteint

K peptidovému Fetézci jsou ¢asto pripojovany zbytky malych i velkych
molekul, které nemaji povahu aminokyselin. Vznikaji tak rizné derivaty
proteinu a slozené bilkoviny.
@ METALOPROTEINY: soucéasti molekuly bilkoviny jsou kovové ionty
= bézné se vyskytujici kationty Ca2+, Mg2+ stabilizuji struktury bilkovin
tvorbou iontovych priénych vazeb

= fada en zymu (tzv. metaloenzymy) obsahuje kationty kovil (Zn2+,
Mn2+, Fe2+, Fe3+, Cu2+, Se4+, ...) jako sou€ast svého katalytického
centra

= mezi metaloproteiny patfi i skupina hemoprotein(i (pfitomnosti rozsahlé
aromatické skupiny zvané hem) — hemoglobin, myglobin, cytochrom

@ FOSFOPROTEINY: bilkoviny ¢asto modifikovany vazbou H;PO,

#® NUKLEOPROTEINY: na bilkovinu je vazana DNA nebo RNA (histony)
# GLYKOPROTEINY: komplex proteinu se sacharidem

@ LIPOPROTEINY: komplex proteinu s lipidy
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