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Proteiny

Cil prednasky: seznamit posluchace se strukturou a
funkci proteinu v burice

Klicova slova: peptidova vazba, konformace, ligand,
vazebné misto, Michaelisova konstanta, allostericke
enzymy




Obrazky v nasledujici prezentaci jsou prevzaty z nize uvedené
knihy vylucné k vyukovym ucelim.

The illustrations in following lecture are taken from Alberts et al.
Molecular Biology of the Cell, 5th Edition (Garland Science 2008)
only and exclusively for the educational purposes.
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Proteiny

e proteiny se skladaji z
e tvori vetsinu suché hmotnosti bunky

e proteiny jsou jednak bunky, jednak
obstaravaji vetsinu (napr. enzymy, kanaly a
pumpy v membranach, prenasece signalt, molekulové stroje
posouvajici organely v cytoplazme, dale jsou to protilatky,
jedy, hormony, elasticka vlakna atd.)

e podobné jako v zakladni chemii reaktivita molekuly je dana
jeji strukturou, také u proteinu jejich funkce (tedy chemicka
reaktivita s okolim) souvisi Uzce a jednoznacné s jejich
strukturou —



Nékteré funkce proteinu

(enzymy) napr. pepsin, DNA-polymeraza, kinazy
napr. kolagen, elastin, tubulin, aktin
napr. hemoglobin, prenasece, pumpy, kanaly
napr. myosin, kinesin, dynein
napr. ferritin, ovalbumin, kasein
napr. inzulin, rastové faktory
napr. rhodopsin, membranove receptory
napr. transkripcni faktory

protimrazoveé proteiny ryb, zeleny
fluorescencni protein meduz, adhezni proteiny musli atd.



Aminokyseliny

zakladni stavebni jednotky
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Proteinogenni aminokyseliny

AMINO ACID SIDE CHAIN AMINO ACID SIDE CHAIN

Asparticacid Asp
Glutamicacid Glu
Arginine Arg
Lysine Lys
Histidine His
Asparagine Asn
Glutamine GIn
Serine Ser
Threonine Thr
Tyrosine Tyr

negative Alanine Ala
negative Glycine Gly
positive Valine Val

positive Leucine Leu
positive Isoleucine lle

uncharged polar Proline Pro
uncharged polar Phenylalanine Phe
uncharged polar Methionine Met
uncharged polar Tryptophan Trp
uncharged polar Cysteine Cys

nonpolar
nonpolar
nonpolar
nonpolar
nonpolar
nonpolar
nonpolar
nonpolar
nonpolar
nonpolar
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21. aminokyselina: (Sec) - nahrazuje Cys v lidském
enzymu glutathionperoxidaza

22. aminokyselina: (Pyl) — vyskytuje se zejména u
prokaryot

23. aminokyselina: (fMet) — hraje roli pri

iniciaci prokaryotickeé translace



Primarni struktura proteinu

e proteiny vznikaji spojovanim aminokyselin prostrednictvim
kovalentni vazby, tzv. (reakce skupiny
jedné aminokyseliny s skupinou druhé za uvolnéni
vody) a jsou tedy tvoreny radou aminokyselin

v proteinu se nazyva
a z ni vyplyva to, jak se protein posklada dale do
vyssich struktur

e primarni struktura se sklada z
(opakujici se retéz peptidovych vazeb) a z
(ty jsou poldrni/nepolarni, zaporné/kladné atd.)

e primarni struktura proteinu
v nukleové kyseline
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Konformace molekul

kolem otacivych (t;j. ) chemickych vazeb se
mohou atomy rtzné a menit tak prostoroveé
usporadani molekuly,

— témto zménam se rika

amino acid

peptide bonds




primarni struktura proteinu
je urcena sekvenci
aminokyselin a definuje
jejich chemické slozeni, dalsi
strukturni usporadani
(sekundarni, terciarni) jsou
takoveé konformace, ktereé si
vynucuji

mezi
riznymi castmi retézce

Primary structure
amino acid sequence

Secondary structure
regular sub-structures

Quaternary structure
complex of protein molecules

Tertiary structure

\ ) three-dimensional structure

Wikipedie



//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c9/Main_protein_structure_levels_en.svg

Nekovalentni vazby v proteinech

electrostatic
attractions




polar nonpolar
side chains side chains

hydrophobic polar side chains
core region on the outside

contains of the molecule
nonpolar can form hydrogen
side chains bonds to water

unfolded polypeptide folded conformation in aqueous environment
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purified protein denatured original conformation
isolated from protein of protein re-forms
cells

e nektere rozpoustedla (napr. mocovina pri vysoke
koncentraci) prerusuji nekovalentni vazby v proteinu a tym
rozpléta jeho prirozenou konformaci —

e po odstranéni mocoviny se protein spontanné vrati zpéet
do své puvodni konformace —

e dukaz o tom, ze informace o trojrozmeérné strukture
proteinu je obsazena v poradi aminokyselin



Konformace proteinu v bunce

e v burice byva konformace proteint udrzovana tzv.

, které chrani (zejména nové syntetizované
proteiny) pred nezadoucimi interakcemi v preplnéné
cytoplasme

e ackoli maji proteiny prirozenou konformaci, danou
poradim aminokyselin, v bunce

mohou svou — tyto zmény
konformace maji
(napr. protein inhibuji nebo aktivuiji)

e prikladem muze byt funkce tzv. jadernych receptord,
které reguluji transkripci na zaklade vazby ligandu
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Sekundarni struktura proteinu

e da se fici, ze sekundarni struktura proteinu vyplyva z
takovych , které pusobi
mezi sobée

® ruzné casti nove syntetizovaného proteinu se nejcastéji
slozi do jedné ze dvou zakladnich struktur:
(a-helix) nebo (struktura [-skladaného listu)

e tyto dve struktury jsou nejbézneéjsi proto, ze vychazeji z
skupinami a obsazenymi
hojné v proteinech ve forme peptidové vazby
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Terciarni struktura proteinu

* predstavuje polypeptidového
retezce

e na rozdil od sekundarni struktury se terciarni struktura
proteinu vytvari mezi
tak, ze se retézec proteinu a
prostorove jinému, v poradi aminokyselin i velmi
vzdalenému mistu

e funkcnimi a strukturnimi jednotkami terciarni struktury
proteinu jsou tzv. (50-350 AA), které v
principu mohou existovat, vyvijet se a fungovat bez ohledu
na zbytek proteinu



SH2 domain




Kvartérni struktura proteinu

e protein muze obsahovat rizna mista , kde
se vazou jiné (malé i velkeé)
molekuly, napfr. jiné proteiny

e jsou-li takto spojeny dva Ci vice polypeptidovych retézcu
(proteinu) dohromady, mluvime o

e kazdy polypeptidovy retezec (protein) v takove strukture
M EVAAE

e vice podjednotek — dimery, trimery, tetramery...

e stejné podjednotky — (napr. AR-AR), rozdilné
podjednotky — (napr. TR-RXR)
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deoxyribnuclease

insulin

cytochrome ¢

dehydrogenase

— )
5nm

aspartate
transcarbamoylase




(A) free assembled structures
subunits

j binding

site




Globularni a fibrilarni proteiny

e proteiny se mohou skladat do kompaktniho, kulovitého

tvaru s nepravidelnym povrchem —
nebo do podélnych vlaken —

e fibrilarni proteiny jsou soucasti intermediarnich filament
cytoskeletu , jiné se Casto nachazeji vné bunky v
tzv. extracelularni matrix, ktera udrzuje soudrznost bunek
pri vzniku tkani — bunky je vylucuji do okoli, kde se tyto
proteiny spojuji do listt nebo do vlaken

e kolagen zodpovida za , elastin zase
svou umoznuje kuzi, tepnam, plicim atd. zménu
tvaru bez roztrzeni



)-- short section of

-- collagen fibril

collagen
molecule
300 nm X 1.5 nm

collagen
triple
helix
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Kovalentni zesitovani proteint

e ackoli drtivou vétsinu interakci uvnitr konformace
proteinu tvori nekovalentni vazby, zejména v pripade
extracelularnich proteinu mizeme najit i mnohem silngjsi,
totiz , ktera

(muZze spojovat i vice proteinu v ramci kvartérni
struktury)

e touto kovalentni vazbou jsou , kterée
vznikaji oxidaci dvou —SH skupin za vniku skupiny -S-S-

e ke vzniku téchto vazeb dochazi v endoplasmatickem
retikulu — v cytoplazme jsou samovolné redukovany zpét na
SH skupiny — stabilni jsou naopak mimo bunku
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Bilkovinna a nebilkovinna cast proteinu

e mnohé proteiny obsahuji krome retézce aminokyselin,
spojenych peptidovymi vazbami, i ,
ktera jim umoznuje vykonavat specifickou funkci (napr.
vazat kyslik a transportovat ho do tkani pomoci Y
proteinu

e v pripade se nebilkovinna cast proteinu nazyva
a bilkovinna slozka

e apoenzym s navazanym kofaktorem vytvari funkcni
enzym —

e kovalentneé vazan kofaktor k apoenzymu —
, volne disociovatelny kofaktor —



hemoglobin

Wikipedie




Ligand a vazebné misto

e biologicke vlastnosti molekuly proteinu zavisi na jeji
s jinymi molekulami

e konformace proteinl umoznuje vytvaret v proteinu tzv.

, ktera pripominaji sterbinu zamku, do nehoz
muze padnout jen konkrétni klic nebo nékolik malo klicu a
temto ,klicim“ se obecné rika

e vazba ligandu do vazebného mista je vysoce specificka a

je zprostredkovana (vodikove
mustky, elektrostatické interakce, van der Waalsovy sily,

hydrofobni interakce)

e pevnost vazby ligandu ve vazebném misté urcuje — jako u
kazdé chemickeé reakce —
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dissociation % concentration

dissociation rate =
rate constant of AB

dissociation rate = k¢ [AB]

2

association
A + B ~ A B

association xconcentration
rate constant of A

association rate =

association rate = ko, [A] [B]

concentration
of B

AT EQUILIBRIUM:

association rate = dissociation rate
kon [Al1[B] = koss[AB]
[AB]  kon
[AlIB] ko

= K =equilibrium constant




Enzymy a aktivni misto

e v pripadé enzymu se vazebné misto pro jejich

(Cili molekulu, kterou zpracovavaiji v katalyzované chemickeé
reakci) nazyva — nejde tu totiz jenom o
vazbu, ale i o naslednou intervenci enzymu, ktera

d




Uc¢innost enzymii

e kdyz zvysujeme koncentraci substratu, dojdeme do stavu,
kdy jsou a
rychlost premeny je maximalni

e koncentrace substratu nutna k tomu, aby enzym pracoval

polovicni rychlosti je
a charakterizuje vazbu enzym-substrat (¢im , tim
substratu k enzymu a tim mezi

nimi)
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Regulace katalytické aktivity enzymu

e aktivita enzymu byva , a to bud (zvysSuje
se) nebo (snizuje se) a muze byt realizovana na
mnoha urovnich (genova exprese, kompartmentace souboru
enzymu, vazba regulacnich molekul na enzym)

e prikladem muze byt situace, ve které
enzymatickeé aktivity, vznikajici na jednom miste
metabolismu, tentyz enzym v jiné metabolicke
draze
e prikladem je tzv.
, U ktereé se reakce katalyzované danym
enzymem vaze na tento enzym a Ci zcela

jeho Cinnost



Allosterické enzymy

e schopnost enzymu (proteinu) nabyvat dvou

, jejichz , Sé nazyva
(allosterickeé proteiny jsou takové proteiny — a jsou to téemér
vsechny proteiny — které maiji vice stabilnich konformaci s
ruznou aktivitou, prepinanim konformaci pak lze regulovat
funkci téchto proteint)

e predpokladem je, ze na povrchu enzymu se musi nachazet
mimo aktivniho mista (do néhoz se vaze substrat) i

, do nehoz se vaze )
nasledkem ceho zpravidla dochazi ke konformacni zméne
enzymu

e typickym prikladem ,prepnuti“ mezi konformacemi je
proteiny
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Hlavni skupiny enzymu

Table 3-1 Some Common Types of Enzymes

Hydrolases

Nucleases
Proteases
Synthases
Isomerases
Polymerases
Kinases

Phosphatases
Oxido-Reductases

ATPases

general term for enzymes that catalyze a hydrolytic cleavage reaction; nucleases and proteases
are more specific names for subclasses of these enzymes.

break down nucleic acids by hydrolyzing bonds between nucleotides.

break down proteins by hydrolyzing bonds between amino acids.

synthesize molecules in anabolic reactions by condensing two smaller molecules together.
catalyze the rearrangement of bonds within a single molecule.

catalyze polymerization reactions such as the synthesis of DNA and RNA.

catalyze the addition of phosphate groups to molecules. Protein kinases are an important group
of kinases that attach phosphate groups to proteins.

catalyze the hydrolytic removal of a phosphate group from a molecule.

general name for enzymes that catalyze reactions in which one molecule is oxidized while the
other is reduced. Enzymes of this type are often more specifically named either oxidases,
reductases, or dehydrogenases.

hydrolyze ATP. Many proteins with a wide range of roles have an energy-harnessing ATPase
activity as part of their function, for example, motor proteins such as myosin and membrane
transport proteins such as the sodium-potassium pump.

Enzyme names typically end in “-ase,” with the exception of some enzymes, such as pepsin, trypsin, thrombin and lysozyme that were
discovered and named before the convention became generally accepted at the end of the nineteenth century. The common name of
an enzyme usually indicates the substrate and the nature of the reaction catalyzed. For example, citrate synthase catalyzes the
synthesis of citrate by a reaction between acetyl CoA and oxaloacetate.




Motorove proteiny a proteinoveé stroje

vyuzivaji konformacni zméeny k tomu,
aby pohybovaly jinymi molekulami

e aby pohyb probihal jenom v jednom smeéru, je treba
zajistit,

(treba spojena s hydrolyzou ATP — krok ,,zpatky“ by
vyzadoval syntézu ATP a tedy dodani energie, coz nejde
,samo”

e proteiny spolu casto vytvareji velké komplexy, takto
spolupracujici soustava proteinu na konkrétnim ukolu se
EVAAE (takové ,,stroje” obsluhuji vsechny
komplexni déje v bunce jako je napr. replikace DNA, syntéza
a degradace proteint atd.)
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