Proteiny



Proteiny

Proteiny su polymérne retazce zlozené z monomerov, ktoré sa nazyvaju
aminokyseliny. Proteiny su esencialnou Castou kazdeho biologického
systému a participuju na kazdom procese v bunke. Spolu s nukleovymi
kyselinami, lipidmi a cukrami vytvaraju skupinu biopolymeérov, ktoré
podmienuju existenciu zivych systemov.

Niekolko historickych udajov

Slovo protein (z gr. prota — primarna délezitost) prvykrat pouzil Jacob
Berzelius v roku 1838.

Prvy sekvenovany protein (urCenie poradia aminokyselin v polypeptidovom
retazci) — inzulin — Frederick Sanger (Nobelova cena za chémiu 1958).

Prva 3-D Struktura proteinu - myoglobin a hemoglobin (1958) - Max Perutz
a John Kendrew (Nobelova cena za chémiu 1962).



Funkcie a vyznam proteinov

Enzymy - biokatalyzatory mnohych chemickych reakcii v biologickych
systémoch

Transportné proteiny - prenos nevyhnutnych latok pre zachovanie
zivota vnutri biologického organizmu (myoglobin, hemoglobin, sérovy
albumin)

Proteiny plniace obrannu funkciu (imunoglobuliny)

Hormony - riadiace a regulaéné molekuly (inzulin, somatotropin,
rastové hormony)

Strukturne proteiny (kolagén, elastin)

Proteiny sluziace ako receptory vonkajSich signalov (chemickych,
elektrickych)



Aminokyseliny

Aminokyseliny su organické molekuly, ktoré obsahuju aminovu a
karboxylovu skupinu. V strukture proteinov sa nachadzaju a-—
aminokyseliny, v ktorych su —NH, a -COOH skupiny naviazané na jeden

atom uhlika (C_-atom). o

VSeobecny vzorec a-aminokyseliny (prevzaté z Wikipédie)

Konfiguracia okolo C_ atomu je v aminokyselinach nachadzajucich sa v proteinoch
L- konfiguracia.

Aminokyseliny su v polypeptidovom retazci spojené prostrednictvom peptidove;
vazby.

Bocné aminokyselinove retazce su rozdelené do troch kategorii:
nepolarne, polarne bez naboja, polarne s nabojom.



Chemicka struktura a vlastnosti aminokyselin

pK1 pK:

aminokyseliny  symbol Struktura (COOH) | (NH,)

PK R skupiny

aminokyseliny s alifatickou R-skupinou

H-CH-COOH

Glycin Gly-G NH, 2.4 9.8
, CH—CH-COOH
Alanin Ala - A P*IJHQ 2.4 9.9
H.C.
Valin Val - V H C«»CH"‘?H‘COOH 22 | 97
3 NH;
H4C.
Leucin Leu-L H CfCH_CHE_QH_COOH 2.3 9.7
3 NH,
Isoleucin lle - | ~CH-CH-COOH | 23 | 98

HC NH,



Chemicka struktura a vlastnosti aminokyselin

] ) . _ pPKi pPK: .
aminokyseliny | symbol Struktura (COOH) | (NH,) PK R skupina

nearomatické aminokyseliny s hydroxylovymi R-skupinami

HO-CH,—CH-COOH

Seriin Ser-S NH, 2.2 9.2 ~13

H.C.
OJCH“?H‘COOH 21 | 9.1 ~13

Threonin Thr-T
NH,

aminokyseliny s R-skupinami obsahujiucimi siru

HS-CH,—CH-COOH
Cystein | Cys-C : NH, 1.9 | 10.8 8.3
HaC-S—(CHj,),—CH-COOH

Metionin Met-M NH, 2.1 9.3



Chemicka struktura a vlastnosti aminokyselin

. . - , % pK1 pK2 pKR
aminokyseliny symbol Struktura (COOH) (NHp)  skupina

kyslé aminokyseliny a ich amidy

HOOC-CH,—CH-COOH

Kyselina
NH. 2.0 9.9 3.9

. Asp-D
asparagova

H,N-C-CH,—CH-COOH

Asparagin Asn - N o NH, 2.1 8.8
Kyselina — p HOOC-CHmCHymGHECOOR ) g s 44
glutamova NH-
H,N—C-CH,—CH,—CH-COOH
Glutamin GIn-Q L ' 2.2 9.1

O NH



Chemicka struktura a vlastnosti aminokyselin

aminokyseliny | symbol Struktara’ (CF(’)PgH) (ﬁﬁz) pK R skupina
zasadité aminokyseliny
HN-CH;—-CH;—CH,—-CH-COOH
Arginin Arg-R | C=NH NH- 1.8 9.0 12.5
NH
) HQN—(CHE)4—('|.2H—COOH
Lyzin Lys - K NH 2.2 9.2 10.8
2
———CH,—CH-COOH
Histidin His - H NH, 1.8 9.2 6.0

HN-.__-N:



Chemicka struktura a vlastnosti aminokyselin

. . « ,ox pK1 pKz .
aminokyseliny  symbol Struktura (COOH) | (NH,) PK R skupina

aminokyseliny s aromatickymi kruhmi

/
Fenylalanin | Phe-F CH~GH-COOH 2.2 9.2

NH;
—
Tyrozin Tyr-Y Hoﬂ CH;~CH-COCH | 55 9.1 10.1
NH,
i CH,—CH-COOH
Tryptofan Trp-W N NH, 24 9.4

H

Imino kyseliny

Prolin Pro-P [+]\COOH 2.0 10.6

N

"

H H



lonizacné formy aminokyselin

Vlastnosti proteinov zavisia aj od ionizacnheho stavu boCnych
retazcov
aminokyselin. Tento ionizacny (nabojovy) stav je funkciou pH.
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Peptidova vazba

Vazba spajajuca dve susedne aminokyseliny v polypeptidovom retazci sa
nazyva peptidova vazba.

aminokyselina (1) H aminokyselina (2) g
4 n_ 9
X ; . ’

peptidova vazba

voda

dipeptid

Rotacia okolo vazby C-N je znemoznena (atdmy C=0, NH, Ca.,,Ca. sa
nachadzaju v jednej rovine). Je to spésobené existenciou rezonancnych
foriem peptidovej vazby, Coho désledkom je CiastoCne dvojita vazba medzi

atomami C a N. Q f“""‘ 0 f"*“"
\ \
AN S H AAACE H

Rezonancné formy peptidovej vazby (prevzaté z Wikipédie)


http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Peptide_group_resonance.png

Geometria peptidovej vazby

Rotacie mozné okolo vazieb C-Ca (@), N- Ca (®)- uhly tychto rotacii
urcuju strukturu polypeptidoveho retazca.
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Polypeptidovy ret'azec

Polypeptidovy retazec sa v bunkach tvori v ribozomoch (minoritne aj
v mitochondriach). Poradie aminokyselin je urCené poradim nukleotidov
v MRNA, ktoré je urCené poradim nukleotidov v DNA.

Centralna dogma molekulovej biologie
Prenos informacie v smere:
DNA O RNA O protein

Jedna aminokyselina je kodovana tripletom nukleotidov.

pocCet moznych variacii trinukleotidov - 64
pocCet aminokyselin - 20

Niektoré aminokyseliny su kodované viacerymi nukleotidovymi tripletmi
(degeneracia genetického kodu).



Struktary proteinov

primarna struktura
- poradie aminokyselin v polypeptidovom retazci

sekundarna struktura
- lokalne 3-D ,zbalenie” (folding) polypeptidového retazca
- najCastejsie sa vyskytujuce struktury:

a - zavitnica,

B - skladany list,

B - sluCka

terciarna struktura

- celkova 3-D struktura polypeptidu, zahffia v sebe vzajomné priestorove
usporiadanie bocnych retazcov a geometriu usporiadania medzi
vzdialenymi Castami polypeptického retazca

kvartérna struktura
- vzajomne usporiadanie viacerych polypeptidov v proteine



Schématické znazornenie hierarchie proteinovych struktur

.(lr;; | - primarna $truktara
/Q\ C)
v

- sekundarna Struktura

- terciarna Struktura

g V) D)
B

m - kvartérna struktura



Sekundarne struktury proteinov

a- zavitnica B-skladany list
a) paralelny
b) antiparalelny



Vzt'ah medzi jednotlivymi strukturami

VsSetky Struktury su determinované primarnou strukturou.

Uloha - predpovedat’ 3-D $trukturu na zaklade poradia aminokyselin
v polypeptidovom retazci (problém ,protein foldingu®).

3-D Struktura vyjadruje a vysvetluje funkciu proteinu.

V sucasnosti je znamych okolo 200 000 primarnych Struktur proteinov, ale
len 40 000 3-D struktur.

3D struktury sa ziskavaju predovsetkym pomocou rontgenstrukturnej
analyzy (X-ray) a NMR experimentov.

Data a udaje o strukturach proteinov sa daju ziskat z roznych databaz.
NajvyznamnejSia databaza v tomto smere je Protein Data Bank (PDB,

www.rcsb.org/pdb) - RCSB znamena Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics.


http://www.rcsb.org/pdb

Ramachandrova mapa

Tato mapa znazornuje velkosti torznych uhlov ¢ a p pre jednotlivé
aminokyselinove zvysky v proteine. Hodnoty ¢ a y nemdzu byt zo
stérickych dévodov fubovolné. Existuju “Uzemia“ dvojic ¢ a g, ktoré sa
v proteinoch nevyskytuju. Pre jednotlivé typy sekundarnych struktur
existuju charakteristické oblasti v Ramachandrovej mape.

180
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Rozpustnost’ (solubilita) proteinov

Rozpustnost’ (solubilita) proteinov a ich komplexov s inymi
biomakromolekulami (proteiny, nukleové kyseliny, lipidy, cukry) zohrava
délezitu ulohu vo fyziologii, patoldgii, izolacii proteinov.

Rozpustnost’ proteinov je funkciou pH, idnovej sily prostredia, teploty, tlaku.
Vplyv pH na solubilitu proteinov

Proteiny vo svojej Strukture obsahuju aminokyselinove zvysky s roznymi pK.
Pri nizkom pH maju proteiny celkovo kladny naboj, pri zasaditom pH
naopak obsahuju celkovo zaporny naboj. Hodnota pH, pri ktorej je
molekula proteinu neutralna, sa nazyva izoelektricky bod (pl). Neznamena
to, ze v tomto pripade protein neobsahuje elektricky nabité skupiny, avsSak
pocCet kladne nabitych skupin sa musi rovnat poCtu zaporne nabitych
skupin.

"W v

pravdepodobnost’ precipitacie). Tato skutoénost sa vyuziva pri separacii a
izolacii proteinov.



Solubilita proteinov — vplyv i6novej sily

Solubilita proteinov pri nizkych idbnovych silach vzrasta s koncentraciou
soli - tzv. vsolovanie (angl. salting in). Je to umoznené tym, Ze pri nizkych
ionovych silach existuju medzi molekulami proteinov pritazlive interakcie
prostrednictvom opacne nabitych Casti tychto molekul, o znizuje
rozpustnost. ZvySenim koncentracie soli sa znizuje velkost tychto
interakcii, Cim dochadza k zvysovaniu rozpustnosti.

Pri velmi vysokych idbnovych silach su naboje na molekulach proteinu
tienené [ existencia len velmi slabych elektrostatickych interakcii medzi
molekulami proteinu, €o vedie k nizkej rozpustnosti. Tento fenomén sa
nazyva vysolovanie (angl. salting out).

Vysolovanie patri medzi vyznamné postupy pri izolacii a purifikacii
proteinov.



Stabilita struktury proteinov

Sily urdujuce stabilitu polypeptidového retazca: vnutromolekulové
vodikové vazby, vodikove vazby s molekulami rozpustadla, hydrofébne
interakcie aminokyselinovych zvyskov (tieto zvysky tvoria tzv. jadro
proteinu), elektrostatické interakcie medzi nabitymi ¢astami proteinu.

Stabilita determinovana vonkajSimi faktormi: teplotou, pH prostredia,
ionovou silou, typom rozpustadla.

Pre mnoho proteinov musi byt Struktura dostatoCne flexibilna, aby
protein plnil svoju funkciu (napr. zmena Struktury enzymu po naviazani
substratu).

Musi existovat sulad medzi stabilitou a aktivitou proteinu (enzymu).



Denaturacia proteinov

Denaturacia proteinov — proces, pri ktorom prechadza protein
z usporiadaného do neusporiadanéeho stavu.

F—~ U

F - usporiadana forma proteinu (angl. folded)
U - neusporiadana forma proteinu (angl. unfolded)

Za danych podmienok (pH, teplota, ionova sila...) je rovhovaha medzi F a U
charakterizovana rovnovaznou konstantou:

K= [UJ/[F]

Na predpoklade, ze proces denaturacie je vratny, su odvodené vztahy na
urcenie termodynamickych parametrov charakterizujucich denaturaciu
proteinov. Tieto vztahy sa vsak daju relativhe velmi dobre aplikovat aj pri
studiu nevratnej denaturacie proteinov. Nevratnost denaturacie méze byt
sp6sobena agregaciou molekul po denaturacii, prilisnou velkostou
Studovaného proteinu (velké proteiny maju ,tazkosti“ pri samovolnom
zbalovani).



Tepelna denaturacia proteinov

Tepelna denaturacia proteinov je sposobena teplom.
Pre zmenu Gibbsovej energie v procese denaturacie plati:

AG,= AH,T.AS,

AG,, AH,a AS, predstavuju rozdiel Gibbsovej energie, entalpie a entropie
medzi denaturovanym a nativnym stavom proteinu.

Teplota, pri ktorej je koncentracia denaturovaného proteinu rovna

koncentracii nativneho proteinu, sa nazyva teplota topenia (denaturacie,
prechodu) - T,. V tomto pripade plati rovnost:

AG,= AH/T.AS,=0 O AS,=AH,/T,

Hodnota AH, sa da priamo urcCit’ prostrednictvom merania na diferencénom
skenujucom kalorimetri (DSC).



Tepelna denaturacia proteinov

Ak pozname entalpiu a entropiu denaturacie pri teplote prechodu, ako aj

rozdiel medzi tepelnymi kapacitami denaturovaného a nativnheho stavu
(Ac,), je mozne stanovit hodnotu AG, pri lubovolnej teplote:

AG(T)=AH (T )+Ac (T-T,) —T.(AS4(T4)*+Ac,.In(T/T))
Hodnota AG,(T) je vyjadrenim stability proteinu pri danej teplote.

Krivka zavislosti AG, od T sa nazyva krivkou stability.

T/_\rd

1/ \

T

AG

Ako je zrejme, tato krivka pretina x-ovu os v dvoch bodoch. Jednym z nich
je T,a druhym T_ (teplota chladnej denaturacie (angl. cold denaturation)).



Van't Hoffova entalpia denaturacie

Pomocou van’t Hoffovej rovnice teplotnej zavislosti entalpie je mozné
stanovit' van't Hoffovu entalpiu prechodu proteinu z nativheho do
denaturovaného stavu:

AH,(T) = R.T2(dInK/dT) — van't Hoffova rovnica

K (rovnovazna konstanta prechodu F«U) si vyjadrime prostrednictvom
relativneho zastupenia denaturovaného stavu (8) => K=86/(1-0).

van’t Hoffova rovnica ma potom tvar:
AH,,, = R.T2.(1/(8.(1-8)).(d6/dT)
Pri teplote denaturacie je 6 = 0.5 a tak je mozné pisat’

AH,,,= 4.R.T 2.(d6/dT),_.,



Van't Hoffova entalpia denaturacie

Podiel AH,,/AH, ., napoveda o spésobe denaturacie proteinu:

cal

AH,,/AH_,,= 1 - dvojstavovy prechod

AH,,/AH_,> 1 - v kooperativnej jednotke pre denaturaciu sa
nachadza viac molekul

AH,,/AH_,, < 1 - denaturacia prebieha prostrednictvom
intermediatov



Chemicka denaturacia proteinov

Denaturacia proteinov moéze byt spésobena aj roznymi chemickymi
latkami (organické rozpustadla, mocCovina, guanidium chlorid).

Stabilita proteinu v pritomnosti chemického denaturantu je vyjadrena

vztahom:
AG(T)=AGL(T) - m.[D]

AG,°- zmena Gibbsovej energie denaturacie bez pritomnosti denaturantu
AG,- zmena Gibbsovej energie denaturacie v pritomnosti denaturantu

[D] - koncentracia denaturantu
m - parameter, ktory v sebe zahffia informaciu o zvacseni povrchu proteinu, ktory je
v kontakte s rozpustadlom pocCas denaturacie



Molten-globularny stav

Molten-globularny stav (MG) proteinov predstavuje CiastoCne usporiadanu
strukturu tychto molekul, v ktorych je CiastoCne zachovana sekundarna
struktura, avsak je uplne rozrusena terciarna resp. kvartérna struktura.

MG stav je pozorovany pri zbalovani istych proteinov (predovsetkym
globularnych) do nativneho stavu. Tento proces mdze byt modelovany
ako trojstavovy proces:

U-MG—N

Energia MG stavu je vySSia nez energia nativheho stavu, avSak nizSia
nez
energia denaturovaného stavu.

Prechod z denaturovaného stavu (U) do MG stavu mdze byt dvojstavovy
proces, alebo moéze ist o kontinualny prechod bez viditelnej kooperativity.



Zbalovanie proteinov (protein folding)

Protein folding je fyzikalny proces, v ktorom sa polypeptidovy retazec
zbaluje do charakteristickej 3D Struktury pre dany protein. Mechanizmus
protein folding-u nie je doteraz jednoznacCne vysvetleny a tato
problematika zostava jednou z najatraktivnejsich nevyriesenych
problémov vo vede.

obrazok prebraty z Wikipédie

3D Struktura proteinov je za danych fyzikalno-chemickych podmienok

(teplota, pH, i6bnova sila, typ rozpustadla) determinovana sekvenciou
aminokyselin v polypeptidovom retazci. Ulohou je zistit, akym spdsobom
sa protein dokaze za relativne kratky Cas zbalit do svojej nativnej
struktury.


http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Protein_folding.png

Zbalovanie proteinov (protein folding)

Je vSeobecne akceptované, ze minimalizacia kontaktov hydrofébnych
aminokyselin s molekulami vody je ,hnacou silou“ zbalovacieho procesu,
avsak prispevok ostatnych interakcii musi byt taktiez brany do uvahy
(predovsetkym tvorba vodikovych vazieb medzi aminokyselinovymi
zvySkami navzajom, ako aj vazby tychto molekul s molekulami
rozpustadla).

Proces zbalovania proteinov in vivo Casto prebieha uz pocCas syntézy
polypeptidového retazca na ribozomoch. N-koniec tohto retazca sa uz
zbaluje, zatial Co C-koniec polypeptidu sa eSte syntetizuje. V tomto
procese zohravaju velfmi dblezitu ulohu chaperony.

Chaperdény su molekuly (proteinového pévodu), ktoré umoziuju spravne
zbalovanie proteinov in vivo a znemoznuju tvorbu proteinovych agregatov.



Levinthalov paradox

Rychlost’ zbalovania proteinov zavisi od velkosti proteinu a vonkajsich
podmienok zbalovania. Malé jednodoménove proteiny su schopné
nadobudnut svoju nativnu 3D strukturu za niekofko milisekund.
Zbalovanie velkych viacsubjednotkovych proteinov prebieha cez viacero
intermediatov a md&ze trvat aj niekolko desiatok minut, Ci dokonca hodin.

Pocet moznych r6znych konformacii polypeptidového retazca je velmi
velky (napr. pre polypeptid pozostavajuci z 300 aminokyselin je tento
pocet ~10 43). CiZe, ak by proces zbalovania proteinu prebiehal nahodne
cez vSetky mozné konformacné stavy, trval by tento proces velmi dlho
(doba dlhSia nez je vek vesmiru), avSak proteiny sa zbaluju relativne
velmi rychlo — Levinthalov paradox.

Je zrejmé, Ze protein folding sa nemdze uskutoCnovat prostrednictvom
nahodného hladania ,spravneho” konformacného stavu proteinu.



Fyziologické konzekvencie nespravne zbalenych a
agregovanych proteinov

Nespravne zbalené proteiny su zodpovedné za viacero zakernych chorob:
Creutzfeldt-Jacobsova choroba, bovinna spongiformna encefalopatia,
ochorenia spdésobené tvorbou amyloidnych plakov a spleti (Alzheimerova
choroba).

Vsetky tieto ochorenia su zapriCinené tvorbou agregatov nespravne
zbalenych proteinov. V pripade Alzheimerovej choroby je to tvorba
amyloidnych plakov z proteinu amyloid B (proteolyticky produkt
amyloidného prekurzorového proteinu). Pri vysokych koncentraciach tieto
proteiny menia svoju terciarnu strukturu, coho désledkom je ich agregacia.

Takto vytvorené amyloidné plaky sa ukladaju v okoli neurénov.

Alzheimerova choroba je takisto charakteristicka tvorbou agregatov molekul
tau proteinu (protein exprimovany v neurénoch, ktorého ulohou je
stabilizovat mikrotubuly v cytoskelete neuronovych buniek). Agregovany
stav molekul tau proteinu vedie k vzniku tzv. neurofibrilarnych spleti
(neurofibrilary tangles).



	Snímok 1
	Snímok 2
	Snímok 3
	Snímok 4
	Snímok 5
	Snímok 6
	Snímok 7
	Snímok 8
	Snímok 9
	Snímok 10
	Snímok 11
	Snímok 12
	Snímok 13
	Snímok 14
	Snímok 15
	Snímok 16
	Snímok 17
	Snímok 18
	Snímok 19
	Snímok 20
	Snímok 21
	Snímok 22
	Snímok 23
	Snímok 24
	Snímok 25
	Snímok 26
	Snímok 27
	Snímok 28
	Snímok 29
	Snímok 30
	Snímok 31
	Snímok 32

