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Dalsi biochemicka literatura

Kodic¢ek Milan, Biochemické pojmy, vykladovy slovnik
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002_v1/

Berg, M. Jeremy, Tymoczko, L. John, Stryer Lubert:
BIOCHEMISTRY (6th Edition), W.H. Freeman and Company,
New York (2007); ISBN 0-7167-8724-5.

Web: http://bcs.whfreeman.com/biochemé6/

Knihkupectvi Malé centrum, Brno, Kotlarska 2 (Aredl
PrF MU) http://www.malecentrum.cz/


http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002_v1/
http://bcs.whfreeman.com/biochem6/
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Biochemicka literatura

- Priklad interaktivni elektronické uéebnice:
* http://orion.chemi.muni.cz/e_learning/biochemie.htm



http://orion.chemi.muni.cz/e_learning/biochemie.htm
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Proteiny, peptidy a aminokyseliny:

Predmét biochemie.

Aminokyseliny a peptidy.

Sekvencovani peptidl a problematika peptidovych syntéz.
Prirodni peptidy: hormony, antibiotika, jedy, toxiny.

Proteiny. Rozdéleni proteind. Purifikace proteind.
Elektroforéza proteint. Metody stanoveni molekulové
hmotnosti proteind. Strukturni typy proteind.

Uréeni tFirozmérné struktury proteind.
Zdklady imunologie.
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Uvod

Biochemie popisuje struktury, organizaci a funkci zivé
hmoty na molekuldrni drovni.

Délime na tri zakladni oblasti:

. Strukturni chemie slozek zivé hmoty a vztah mezi
biologickou funkci a chemickou strukturou.

. Studium metabolismu - sledy chemickych reakci
probihajicich v zivé hmoteé.

. Molekularni genetika - uchovadvani a prenos informaci.
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Koreny biochemie

F. Wahler - 1828 - syntéza mocoviny z anorganickych
latek

Bratri Eduard a Hans Buchnerové - 1897 -bezbunécny
extrakt z kvasinek katalyzuje fermentaci (reakce ..in
vitro".).

+ J. B. Sumner -1926 - krystaluje enzym ureasu, protein
z lusténiny Canavalia ensiformis

Soucasny rozvoj biologie bunky

Historicky pohled na dlohu deoxyribonukleové kyseliny
(DNA) v bunce

Objev 1869 F. Miescher; 1953 - James Watson a
Francis Crick - struktura DNA - start molekularni
biologie.
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Biochemie jako disciplina a interdisciplindrni véda

- Biochemie vychdzi hlavné z poznatkl organické
chemie a ostatnich chemickych obortd.

- Ddle z poznatkl mediciny, nauky o wvyZivé,
mikrobiologie, fyziologie, bunééné biologie, biofyziky a
genetiky.

* Co sama biochemie ? Zaméruje se na strukturu
biomolekul a jejich reakce, na enzymy a biologickou
katalyzu, na vysvétleni metabolickych cest a jejich
regulaci a na principy Zivotnich procest, které mohou
byt vysvétleny chemickymi zdkony.
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Chemickeé prvky zivé hmoty:

* Prvni droven: C, H, O, N

» Druhd droven: Na, K, Mg, Ca, CI, S, P

- Treti Uroven: Co, Cu, Fe, Mn, Zn

. Ctvrtd Groveri: Al As, B Br, Cr, F, Ga, I, Mo, Se, Si, V

* Pro¢ Cane Si??
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Uhlikovy Sovinismus (nadrazenost)

Kremik mad radu nevyhod oproti uhliku:
Atomy Si jsou mnohem vétsi, maji vyssi hmotnost

a atomovy polomér. Tézko se tvori dvojné a trojné
kovalentni vazby.

Silany (slouceniny s vodikem), analogie alkand, jsou silné
reaktivni s vodu - rozklddaji se.

Silikony, polymery vazici kiremik pres kyslik, jsou velmi
stabilni. Komplexni silikony s dlouhymi retézci jsou zase
méne stabilni nez odpovidajici uhlikaté slouceniny.

Oxid kremicity je analogem oxidu uhli¢itého. Je to zndma
pevnd latka nerozpustnad ve vodeé.

Dovedete si predstavit oxid kremicity jako produkt
aerobni respirace ??

v
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Sovinismus

Cogniard je prijmeni dvou bratrd - francouzskych
(parizskych) dramatikd:

Hippolyta Cogniarda (1807-1882) a

Théodora Cogniarda (1806-1872).

V jejich hre ,La Cocarde Tricolore" (Tribarevna kokarda)

z roku 1831 vystupuje postava napoleonského vojaka
Chauvina, jehoZ postoje jsou typické pro Sovinismus.
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Aminokyseliny, peptidy a proteiny.
Aminokyseliny
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Zdkladni struktura a-aminokyselin. Proteinogenni aminokyseliny
(20) délime podle charakteru vedlejsiho retézce R do tri skupin:

R

+

H3N C_COO-

H
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Tab. 1 - 1 Struktura, zkratky, vyskyt v proteinech

v

a pK hodnoty ionizovatelnych skupin proteinogennich aminokyselin

Aminokyseliny s ) Pramérny vvsk
y' ; Y Strukturni vzorec a rumerny vy skyt Pk, Pk, Pk
nepolarnim lekulovd hmotnost v proteinech _ v+ vedleisi
vedlejSim retézcem molekulova himotnos (%) a-CO0 a-NH, ved &
retezec
co0O0
Glycin |
Gly H—¢—H 7.2 2,35 9,78
G NH;
Molekulova hmotnost: 75,07
Alanin TOO
Ala H——C—CH, 7.8 2,35 9,87
A NH;
Molekulova hmotnost: 89,09
coOO0
Valin | /CH3
Val H—¢—cH 6.6 2,29 9,74
Vv NH;  CHs

Molekulova hmotnost: 117,15
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Tab. 1 - 1 Struktura, zkratky, vyskyt v proteinech
a pK hodnoty ionizovatelnych skupin proteinogennich aminokyselin

Aminokyseliny s , Primérny vyskyt
y' ., 4 Strukturni vzorec a Y vy Y pk‘ PKZ PKR
nepolarnim lekulové hmotnost v proteinech _ +  vedleisi
vedlejSim retézcem molekulova himotnos (%) a-CO0 a-NH, ved &
retezec
coo0
Leucin | /CH3
Leu e 9,1 2,33 9,74
L NH; CH3
Molekulova hmotnost: 131,17
Isoleucin coo /CH3
r * r —
Tle H——C——C™—CH,—CH; 5,3 2.32 9,76
I NH; H
Molekulova hmotnost: 131,17
coO0
Methionin |
Met H=—C——CH,—CH,—S—CHs 2.2 2.13 9.28
M NH;

Molekulova hmotnost: 149,21

v
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Tab. 1 - 1 Struktura, zkratky, vyskyt v proteinech
a pK hodnoty ionizovatelnych skupin proteinogennich aminokyselin

Aminokyseliny s
nepolarnim

Primérny vyskyt pK, pK, pK,

Strukturni vzorec a .
v proteinech

vedlejSim Fetézcem molekulova hmotnost %) 0-COO" a-NH; \v/edlve JSi
retezec
H,
. - C
Prolin OOC\C Vs \,CHz
~
Pro H \I:J/CHZ 5,2 1,95 10,64
P H,
Molekulova hmotnost: 115,13
Fenylalanin TOO / \
Phe H=—¢—CH, 3,9 2,20 9,31
F NH;

Molekulova hmotnost: 165,19

cOO

|
Tryptofan H—C—CH,— Z
Trp ILH+ i | 1,4 2,46 9,41
Y, ’ NN
H

Molekulova hmotnost: 204,22
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Tab. 1 - 1 Struktura, zkratky, vyskyt v proteinech
a pK hodnoty ionizovatelnych skupin proteinogennich aminokyselin

Aminokyseliny s

, Prumérny vyskyt K K K
polarnim vedlejSim  Strukturni vzorec a r‘l:lme:o:ei\z; Schy P51 P%2 P%
retézcem bez molekulova hmotnost P o 0-CO0~  o-NHY vedlesi
néboje (%) 3 retézec
coo
Serin |
Ser H—C¢—CH,—OH 6,8 2,19 9,21
s NH;
Molekulova hmotnost: 105,09
Asparagin TOO //0
Asn H——C—CH,—¢ 4,3 2,14 8,72
N NH; NH,
Molekulova hmotnost: 132,12
co00
Glutamin | //O
6ln H— e CHy—CH—C 4,3 2,17 9,13
Q NH; NH,

Molekulova hmotnost: 146,15

v
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Tab. 1 - 1 Struktura, zkratky, vyskyt v proteinech
a pK hodnoty ionizovatelnych skupin proteinogennich aminokyselin

Aminokyseliny s

. P o v , ’ k K
poldrnim vedlej§im  Strukturni vzorec a mime:::ei\z:chw P, Pk, PA:
retézcem bez molekulova hmotnost P ” 0-CO0~  a-NH' vedlejsi
néboje (%) 3 retézec
Threonin 00 H
b
Thr H——C—CH,—C™—CH; 5,9 2,09 9,10
T NH, OH
Molekulova hmotnost: 133,15
Tyrosin <|:OO / \
Tyr H T CH, OH 3,2 2,20 9,21 10,46
Yy NH; (fenol)
Molekulova hmotnost: 197,23
Cystein TOO
Cys H—¢——CH,—5H 1,9 1,92 10,70 8,37
Cc NH; (sulfhydryl)

Molekulova hmotnost: 121,16

v
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Tab. 1 - 1 Struktura, zkratky, vyskyt v proteinech
a pK hodnoty ionizovatelnych skupin proteinogennich aminokyselin

Aminokyseliny s o v 4 .
. P k K
polarnim vedlejSim  Strukturni vzorec a rumerny vys 4 Pk, Pk, PRR
v proteinech

Fetézcem s molekulovdé hmotnost %) 0-C00™  a-NH' vedlejsi
ndbojem (bazické) retézec

oo
Lysin |OO
Lys A T It I B X 2,16 9,06 10,54
K NH; (e-NH))
Molekulova hmotnost: 147,19 3
Arginin TOO H NH,
Arg H—T—CHz—CHz—CHz—N—C\\ 5,1 1,82 8,99 12,48
R NH; NH, (guanidium)
Molekulova hmotnost: 175,21
coo”
Histidin y l o /\NH+
His T 2\ J 2,3 1,80 9,33 6,04
NH; N -
H H (imidazol)

Molekulovda hmotnost: 155,10
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Tab. 1 - 1 Struktura, zkratky, vyskyt v proteinech
a pK hodnoty ionizovatelnych skupin proteinogennich aminokyselin

Aminokyseliny s o v o,
polarnim vedlejSim Strukturni vzorec a Prlime:::emvy; ilt\yt Pk, Pk, Pk
retézcem s molekulova hmotnost P ” a-CO00~  o-NHT vedlejsi
nabojem (kyselé) (%) 3 retézec
Asparagova kyselina |COO /O
Asp TN 5,3 1,99 9,90 3,90
b NH; © (B-CO0")
Molekulova hmotnost: 133,10
Glutamova kyselina TOO- //O
Glu H—C—CH—CH ¢ 6.3 2,10 9,47 4,07
E NH; © (y-C00")

Molekulova hmotnost: 147,13
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Selenocystein, zkratky Sec, U. UGA kodon, normalné STOP.
Soucdsti napriklad: glutathionperoxidas, tetraiodothyronine 5,-
deiodinas, thioredoxinreduktas, formdtdehydrogenas,
glycinreduktas, hydrogenas).

»  Sec ma nhizsi hodnotu pK COO"
a vyssi redukéni potencidl - HT~—C—SeH
souédst selenoproteint - NH. 2
antioxidantt (na rozdil od °
Cys).

* Pro zarazeni do retézce
peptidu musi UGA kodon
predchazet SECIS element -
asi 60 nukleotid.
(selenocysteine insertion

seguence ).

- -
EBecuence corservaion



http://en.wikipedia.org/wiki/Tetraiodothyronine_5_deiodinase
http://en.wikipedia.org/wiki/Tetraiodothyronine_5_deiodinase
http://en.wikipedia.org/wiki/Tetraiodothyronine_5_deiodinase
http://en.wikipedia.org/wiki/Tetraiodothyronine_5_deiodinase
http://en.wikipedia.org/wiki/Thioredoxin_reductase
http://en.wikipedia.org/wiki/Formate_dehydrogenase
http://en.wikipedia.org/wiki/Glycine_reductase
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogenase
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Tvorba disulfidovych vazeb oxidaci SH skupin
vedlejsich retézct Cys.

§ :

T:O Cystein TH

H—C—CH,—5SH + SH—CH,—C—H

NH Cystein o—¢
§
1/2 02—\
> 1.0
\4
5 é
¢c—oO0 NH

H—C—CH,—5—5—CH,—C—H

P T

disulfidova
vazba
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Trirozmérnd struktura aminokyseliny s chirdlnim o-uhlikem.
L a D izomer. Predmét a jeho obraz v zrcadle.
Proteinogenni aminokyseliny maji konfiguraci L.

L-isomer D-isomer
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Cahn-Ingold-Preloglv model absolutni konfigurace. Substituenty
na a-uhliku se radi podle klesajici priority. Smér Sipky proti sméru
hodinovych ruci¢ek znaci S konfiguraci (sinister = doleva)
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Skupiny dle klesajici priority pro
Cahn-Ingold-Preloglv model:

— SH, OR, OH, NH-COCH;, NH,, COOR

— COOH, CHO, CH,OH, C4 Hs, CH,, 3H, —
2H, H
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Absolutni konfigurace L-Asp a L-Cys:

©]
“0oc¢
foo . \
CH,COO" ,
H, OOCH,C
L-Aspartat ©)
(5)-Aspartat
®
“0oc¢
foo‘
H3N+—f—H NH; @©
CHoSH HSH,C
L-Cystein ©)

(R)-Cystein
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Absolutni konfigurace proteinogennich L-aminokyselin:

Gly (G) neni chirdlni
Cys (C) je v absolutni konfiguraci R
Ile (I) a Thr (T) maji dvé chirdlni centra.

L-Ile (25,35) ..., existuji dva enantiomery
diastereoizomerni k alloisoleucinu (2R,3.5)

L-Thr (25,3R)..., existuji dva enenatiomery, které jsou
diastereoizomerni k allothreoninu (2R,3R).

Viechny ostatni L-aminokyseliny jsou S
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Opticka otacivost aminokyselin

Dalsim disledkem chirality aminokyselin je vlastnost jejich
roztokl otdcet rovinu polarizovaného svétla (kmita v jedné
rovine).
Otoceni -
ve sméru hodinovych rucicek: Zna¢ime (d nebo +),
proti sméru hodinovych rucic¢ek: Znac¢ime (| nebo -)
Nezaménovat | a L , d a D Il Nékteré L-aminokyseliny otdci
doprava (napr. L-Leu) Il Méri se polarimetrem.
Uhel oto&eni zdvisi na:
délce optické drdhy (1 dm), vinové délce polarizovaného

svetla (Zluta D ¢ara sodiku 589,3 nm), koncentraci roztoku
a teplote.
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Tonizacni stavy aminokyselin jako funkce pH:

H R H H R H H R
"H,N COOH \ | *HN co0 "~ \ H,N" oo~

H+ H+
Lr \ Obojetnd forma \ Obe Sk‘.innX
deprotonizovany
3
£
S Obé skupiny
§ / protonizoviny
I I
o) 2 4 6 8 10 12 14
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Urceni pK,, pk; a pI alaninu.
pl = pK; + pK, / 2 (izoelektricky bod, pI = 6, 11)

12 —

HgN—CH—C00" —= HjN—CH—C00™ + H’

H3N—CH—COOH ——=H,N—CH—C00™ + H'

CH; CH;
| | | |
0 0.5 1,0 1,5 2,0

Disociované H" ionty/ molekula
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Aromatické aminokyseliny absorbuji svétlo v UV

oblasti:
CH
HO HCZ  “CH
CH—CH £—cH lc 'éH
N
HC/ \CH HC/ \CH N X
\CH_C/ \CH_C/ \ —c/
\ \ CH™™
CH, CH, CH,

. . .|
H3N—f—COO' H3N—f—COO' H3N—f—COO'
H H H

Fenylalanin Tyrosin Tryptofan
(Phe, F) (Tyr, Y) (Trp, W)
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Absorpcni spektra a molarni absorpcni koeficienty
Trp, Phe a Tyr:

40 000 |-

20 000

10 000

5 000

2 000

€ 1000

500
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<
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100
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20
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Posttranslacné modifikované aminokyseliny:

H OH
PO5 "00C_ €00~
/3 \ 7 2
o) ,H 5 3
o o z
2 2 N—HC
| P J AN
"WNH—CH—COnN Y"WNH—CH—COn» 1 €00
o
O-Fosfoserin y-Karboxyglutamat 4-Hydroxyprolin
o)
|
CH, I
CH,
¢
CH
5 °
foZ
CH,

Y"WANH—CH—COn Y"WANH—CH—COwn
o
3-Methylhistidin e-N-Acetyllysin
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Nékteré fyziologicky vyznamné slouceniny odvozené
od aminokyselin:

HO
J
o« B N I I

H3N_YCH2 H H3N_CH2 H3N_CH2
y-Aminomdselna kyselina Histamin Dopamin
(GABA)
I I

HO o CH,

.
HsN—CH—C00"

I I
Thyroxin
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H Ry H R, H R, o
3 P g H HE
. Cc (0] . Cc (o) C N C
N N — + ~
H3N le + H3N le ~— H3N/ \Cl/ \C/ 0 + H,0
| - I - ~
| I -
o (0) o R, H

Peptidova vazba
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Peptidova vazba mezi karboxylem jedné
aminokyseliny o aminoskupinou dalsi aminokyseliny.
Peptidy do M. = 5500, resp. 5, 5 kDa, vyse proteiny.

V biochemii se obvykle M.udavav jednotkdch
oznacenych jako dalton = hmotnosti vodiku, zkratka
Da po Johnu Daltonovi

Proteiny 5 500 az 220 000 daltont, nebo 5, 5 kDa aZ
220 kDa.

Primérnd molekulova hmotnost aminokyselin 110 Da

+ John Dalton FRS (Fellow of the Royal Society)

(6. September 1766 - 27. July 1844) was an English
chemist, meteorologist and physicist. He is best known for
his pioneering work in the development of modern atomic
theory, and his research into colour blidness (sometimes
referred to as Daltonism, in his honour).
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Jednotka molekulové hmothosti v biochemii

Da, zkratka jména Dalton, jednotka molekulové hmotnosti,
jedna dvandctina atomové hmotnosti uhliku 2C, 1 Da =
1,66.10-27 kg. Voda tedy md molekulovou hmotnost 18 Da
(molarni hmotnost 18 g/mol a relativni molekulovou
hmotnost 18). Jednotka Da (¢asto se uZivaji nasobky kDa,
kilodalton); a¢ vibec nezapadd do systému jednotek SI, je
béZné pouzivana pro vyjddreni molekulové hmotnosti
biomakromolekul.

v
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Pentapeptid TyrGlyGlyPheLeu s oznacenim N-konce Tyr a C konce Leu:
OH

CH;
/
HC—CH;

~

N

H,C H 0
‘4 H |

. _c
HINT

H H O HC H
§ ‘5 : | 21C

C C (@)
C/ \C/ \N/ \C/ \C/ \N/ \T{z

| >  H | >y
6 H H 5 H H

XI

o

Tyr Gly Gly Phe Leu

Aminoskupina Karboxyl
N-konec C-konec
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Nazvoslovi peptidi
Dvé aminokyseliny-dipeptid, tri - tripeptid.

1. Acylaéni - od N konce
AGK = alanylglycyllysin

2. Trividlni - napr. insulin, glukagon...

V peptidech mohou byt i neproteinogenni aminokyseliny a
konfiguracné D.

Peptidy mohou byt linedrni nebo cyklické (cyklopeptidy).
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PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Leu - enkefalin - opioidni peptid

Sekvence pentapeptidu od N-konce:
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu
YGGFL

Pentapeptid reverzni:
LFGGY je neaktivni jako opioidni peptid - vnimdni
bolesti.
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Glutathion je tripeptid Ucastnici se oxidacné redukcnich reakci
v metabolismu. Redukovany glutathion odstraruje kyslikaté radikaly (ROS)
o o
2 H3N+—CH—CH2—CHZ—E—NH—CH—E—NH—CHZ—COO'

coo CH,

SH

Glutathion (6SH)
(y-6lutamylcysteinylglycin)

1/2 0,
H.O
coo 0 0
H3N+—CH—CH2—CHZ—ﬂ—NH—CH—ﬂ—NH—CHZ—COO-
CH,

S

S

CH,
HaN—CH—CH,—CH,—C—NH—CH—C—NH—CH,—C00"

CcOO™ (0] (0]
Glutathiondisulfid (6SS6)
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Peptidovy retézec s vyznaCenim umisténi vedlejSich
retézcu aminokyselin

H R, O H R, O H Ry
/'c ::'l ﬂ /'c r':ll ﬂ /'c
“HqN/ N NN N N N \C,H’
H S H » H

| | |
o PR: H o R4 H 0
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Délky vazeb peptidové vazby:
Vazba C - N (13, 2 nm) je delsi nez dvojnd (12, 7 nm)
a kratsi nez jednoduchd (14, 9 nm). Peptidovd vazba nemad ndboj.

Hodnota jednoho Angstrému je rovna 0,1 nm neboli 100 m,



http://cs.wikipedia.org/wiki/Nanometr
http://cs.wikipedia.org/wiki/Metr
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PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Rezonancni struktury peptidové vazby, které jsou
pricnou jeji planarity.

",C/ E ",C, E
L
PN C/ N C/ ~< N C% N c

| €~ . €~
0

O

Rezonancni struktury pepetidové vazby
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Peptidové vazby leZi v roviné. Vedlejsi retézce
R (zelené) sméruji nad nebo pod roviny peptidovych
vazeb.




. UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
ZAKLADY BIOCHEMIE PRIRODOVEDECKA FAKULTA W

Stereochemie peptidové vazby. Forma trans vysoce
prevazuje nad cis. Forma cis je stericky nevyhodna.

Trans Cis
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Prolin v peptidové vazbé mizZe existovat v obou formach
- cis i Trans. Obé jsou prostorové shodné nevyhodné.

Trans
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Rotacni (torzni, dihedralni = dhly mezi rovinami !l) dhly kolem
vazeb v polypeptidu:
¢ (fi) je torzni dhel kolem vazby mez dusikem a a-uhlikem,
v (pst) je torzni Uhel mezi a-uhlikem a uhlikem karbonylu

H R H 9 H R
- p | | N 4
L N N N N T
N c 'c/ N c

| | ¢ |

|
H o H R H 0
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Jak se méri torzni dhly ?
Pohled od dusiku k a-uhliku (¢), pohled
od karbonylového uhliku k a-uhliku (y)

o = +80° y = -85°
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Ramachandrantv diagram zndzorfiujici hodnoty torznich Ghld ()
a (v). Tmavé zelenad pole jsou pripustné konformace. Struktura
vpravo dole je neredlnd ze sterickych divodu.

+180

-120

1 \L d | (¢ = +90°'\|j = -900)
-180 Neredlnd
-180 -120 -60 0O +60 +120 +180

¢4>
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Stanoveni primarni struktury - sekvence peptidu
(sekvencovant)

Primdrni strukturou peptidi rozumime poradi aminokyselin
v peptidovém retézci.
Cteme od N - konce.

Taktika sekvencovani (linearni peptidy):

A) Oddéleni retézcl - napt. odstranéni disulfidovych
vazeb.

B) Stépeni peptidli chemickymi a enzymovymi metodami ha
kratsi Fetézce a jejich rozdéleni.
C) Vlastni sekvencovani.

D) Rekonstrukce peptidu z presahujicich fragmentd.

v
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(dva rizné polypeptidové
retézce spojené disulfidovymi
vazbami)
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Redukce disulfidové vazby a

/ ndsledné oddéleni retézcii
+

f\/

Chemickymi a enzymovymi —~ Jinymi chemickymi a enzymovymi
metodami se Stépi kazdy ( 1 metodami se Stépi kazdy
polypeptid na kratsi peptidy polypeptid na jiné kratsi peptidy
Uréi se sekvence kazdého Uréi se sekvence kazdého
peptidového fragmentu peptidového fragmentu
IDI  S6E o
FCYK HNYCFR  KTDI HNY
GVAGR GVAGRF RSGE
K rekonstrukci kaZdého polypeptidu L J
se pouZiji soubory prekryvajicich se
peptidovych sekvenci ;l;
GVAGRFCYKTDI HNYCFRSGE
Opakuje se fragmentace pri
zachovani disulfidovych vazeb za
Ucelem identifikace Cys sekvenci
disulfidové vazby
GVAGRFCYKTDI

HNYCFRSGE

\
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Redukce disulfidové vazby mezi polypeptidovymi retézci nebo

uvnitr retézce 2-merkaptoethanolem:

~“"WNH—CH—C A

I
CH, O

s
| +
T
T
AMAMC——CH—NH"~

disulfidova
vazba

HZT o
OH SH
/
/
HS TH

ﬁ CH,

MWMC——CH—NHvW
volné SH
skupiny
Cysteinu

2-Merkaptoethanol
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Reakci jodacetdtu s volnou SH skupinou
na polypetidovém retézci se zabrani jeji reoxidaci:

Cys—CH,~SsH + I—CH,—~CO0 ——3 Cys—CH,~5—CH,—C00 + HI
Cystein Jodacetamid S-Karboxymethylcystein
(CM-Cys)
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Pro stanoveni presné pozice disulfidové vazby se pouziva
.diagondlni elektroforéza® pri které se oxiduje disulfidova
vazba permravenci kyselinou:

YWWNH—CH—C™vw

" ANH—CH—Cr | ”
H,c ©O

Hc O ‘|3| ‘
c OH S0;
: N
> +
S Permravenci kyselina
s0;
0O CH,
| 0 cH,

MWMC——CH—NHwW~ ” |
MWMC—CH—NHwW~
Cystin Cysteova kyselina
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Diagondlni elektroforéza (ELFO). Po oxidaci peptidi se v druhém sméru
elektroforézy plvodni peptidy zastavi na diagondle, kdeZto peptidy
obsahujici disulfidové vazby (jsou kyselejsi) se objevi mimo diagondlu.

ELFO po pusobeni permravenéi
kyseliny

Smér prvni ELFO ——>

v
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Enzymové Stépeni polypeptidu endopeptidasami:

Endopeptidasy, proteinasy, jsou hydrolytické enzymy
stépici specificky urcité peptidové vazby.
Trypsin $tépi na misté karboxylu Arg a Lys.

Chymotrypsin $tépi na misté karboxylu hydrofobnich
aminokyselin Phe, Tyr a Trp.

Elastasa stépi na misté karboxylu malych neutrdlnich
aminokyselin Ala, Gly, Ser a Val.

Ve vsech pripadech se vazba nestépi, pokud je ndsledujici
aminokyselinou Pro.

VSechny predchozi enzymy jsou z hovéziho pankreatu.
Endopeptisa V8 ze S. aureus je specificka na Glu.

Stépenim polypeptidu riiznymi enzymy ziskdme f'adu
peptidovych fragmentd
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Enzymové Stépeni polypeptidového retézce trypsinem
na misté karboxylu Arg nebo Lys:

N
nHG [ Lysin NH;
nebo
(H2 Arginin tH2
CH, — CH,
CH, CH,
H,O0
S g
MANH—CH—C—NH—CH—C » ~NH—CH—C—0 + HN—CH—Cr

—— Trypsin

Kterdkoliv aminokyselina
kromé Prolinu
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Vznik raznych fragmentt z polypeptidu enzymovym a
chemickym $tépenim peptidovych vazeb. V tomto prikladu se
ziskalo $est prekryvajicich se fragmentd.

Fragmenty CNBr

< » < » < >
CNBr CNBr
Y Y

Phe—Trp—TMet—Gly—Ala—TLys—jLeu—Pro—TMet—Asp—6Gly—TArg—Cys—Ala—6GIn

T T

Trypsin Trypsin

< > < > < >
Trypsinové fragmenty
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Priklad chemického $tépeni peptidové vazby.
Br‘omkyan stépi specificky na misté karboxylu Met.

/"’ C—N THS

Bromkyan S—C=N
B =
L =
“zf/ 2 “zf/ o,
| o |
:NH—CH—I(i‘-MM C:NH—CH—ﬁMM
R O R O
I
S—C=—N
+
H, H,
_— C— C—
CH CH .
WNH_C/ | ’ WNH_C/ zh Pephdrlk
\ \ omoserinlakton
H ﬁ _~0 H,0 H ﬁ/o
N—CH—C~™w )
|l .
R O

H,N——CH—CAans

R
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Plvodni Sangerova metoda zaloZend na sekvenaci polypeptidu (insulin)
od N-konce 2 ,4-dinitrofluorbenzenem. Nevyhodou bylo, Ze se pri stanoveni
jedné aminokyseliny se hydrolyzoval cely peptid.

NO,

=
AN
NO,

NO,

NH, NH

NO, c=—o0 \ c=—o0
% H %
F

2,4-Dinitrofluorobenzen DNP Polypeptid
(DNFB)
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Pri pouziti dansyl chloridu (fluorescence) doslo k vyraznému zvyseni
citlivosti Sangerovy metody. Stanovuje se 1 nM.L-! aminokyseliny.

N(CH5),
R, O R, O R; O
OO o rno e
+  H,N—CH—C—NH—-CH—=C—NH-CH—C¥W*
O:?:O
cl
5-Dimethylamino-1-naftalensulfonylchlorid Polypeptid
(Dansylchlorid)

HO™
N(CH3), l\’l—la

R, O R, O R; O

0,5 1 2 3

T |11 !

HN—CH=C—NH=CH—C—NH-CH—C¥V
Dansylpolypeptid

N(CHs), H20

o5 i e T

N—CH—C—OH + H3N—CH—C—OH + H3N—CH—C—OH + H3N W
Dansylaminokyselina Volné aminokyseliny

(fluorescentni)
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Edmanova metoda sekvenace peptidu od N-konce:

Polypeptid je navdzdn C-koncem
na polymerni nosic. Postupné se
oddéluji fenylthiohydantoinové
(PTH) derivaty aminokyselin.
Cinidlem je fenylisothiokyanat
(PLTC).

R, R; O
N | TR

N—c=s + HZN—CH c—NH-CH—c—NH-CH—chAﬁ

Polypeptid
(PITC)

Rl Ra
@ H—C—NH CH—C—rm-I-CH—C—NH-CH—CvV‘

PTC Polypeptid
Bezvodd
F3C—COOH
Ry

Fenylisothiokyanat l 3
HO

0
N
HC—C R R
FR T
HN_ S + H3N—CH—C—NH-CH—C~N‘-J
CH

| Pavodni polypeptid bez
N-koncové aminokyseliny

Derivat thiazolonu

:

R, 0

Se—d
/[ \

HN N
c
|l
s

PTH-aminokyselina
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Sestaveni piivodniho polypeptidu z fragmentd ziskanych enzymovou hydrolyzou:

[ Pdvodni polypeptid ]
I

Enzymova
hydrolyza
Trypsinové 7~ N Chymotrypsinové
peptidy Trypsin Chymotrypsin peptidy
Mol .~
[His | [Met] [arg]

[ser | [Phe | [Thr] [Lys ] (asp) (Lys) (6w) (Tyr)
[eys ] [Pro]| [ata] [Trp] [Lys] (Lys) (kis) (Met) (arg) (Trp)
[6iu | [Tyr | [ey | [zie |[arg] (ety)(zie) (arg) (ser) (Phe)
[Leu | [var | [Phe | [asp][Lys] () (ys) (eys) (pro) (ala) (Trp)

@@E® =1 &)
| | |
L 6lu| | Tyr||6ly || Tle || arg| (@) (Lys) (eys) (pro) (ata) (Trp) | His | | Met | | arg | |
| | | | | |
(asp) (ys) (6t (yr) Lcys | [ Pro || Ata]|Trp ]| Lys | (ely)
| | |
| Leu || Val || Phe || Asp || Lys | | ser || Phe | | Thr | | Lys | (Lys) (His) (Met) Carg) (Trp)

N-Leu-Val-Phe-Asp-Lys-Glu-Tyr-6Gly-Ile-Arg-Ser-Phe-Thr-Lys-Cys-Pro-Ala-Trp-Lys-His-Met-Arg-Trp-6ly-C
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Pro¢ sekvencujeme peptidy a proteiny ?

1. Sekvence se porovndvd se zndmymi sekvencemi. Z analogie je
mozné usoudit napr. na katalyticky mechanismus enzymu nebo
prislusnost nové ziskaného peptidu do uréité rodiny peptidd.

2. Srovndvaji se sekvence stejného polypeptidu z rdznych zdroji
a sleduje se evolu¢ni mapa.

3. Sekvencni data se vyuZivaji jako podklad k syntéze protilatek
a peptidl nebo proteint s vyznamnym Gcinkem.

4. Aminokyselinova sekvence je podstatna pro tvorbu DNA sond
specifickych pro geny kédujici odpovidajici proteiny.

5. Mnohé proteiny obsahuji signdlni aminokyselinové sekvence
slouZici k ke kontrole urcitého procesu. Sekvence mohou napr.
obsahovat signdl pro umisténi proteinu v membrdné.
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_Vyuziti technologie rekombinantni DNA k sekvenaci velkych proteint.
Retézce DNA jsou klonovdny a poté sekvencovdny. Sekvence nukleotide
uddvaji sekvenci aminokyselin v proteinu. Nevyhodou je, Ze nepostihuje

posttranslaéni Upravy polypeptidu.

Sekvence DNA 666 | TTC|TTG | 66A| 6CA | 6CA | 6GGA | AGC | ACT | ATG | 66C | 6CA

Sekvence

Gl Phe L Gl Al Al Gl S Thr Met 6l Al
aminokyselin 4 ° 4 . ‘ 4 = ’ © 4 °
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Pro¢ syntetizovat peptidy ?

1. Syntetické peptidy slouZi jako antigeny stimulujici
tvorbu specifickych protildtek.

2. Synteticke peptidy mohou byt vyuzity k izolaci
receptord hormond a jinych signdlnich molekul. Také jako
afinanty pri afinitni chromatografii.

3. Synteticke peptidy mohou byt vyuzity jako léky. Napr.
analog vasopresinu, hormonu stimulujicicm reabsorpci vody,
1-desamino-8-D-argininvasopresin se odbourdva pomaleji a
slouzi jako ndhrada vasopresinu.

4. Peptidy mohou slouzit jako pomocna strukturu pfi studiu
sloZitéjdich proteinl (tfirozmeérnd struktura).
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Porovndni struktur prirodniho a syntetického vasopresinu:

NH,

/
NH—{ +
\

NH,

Cys Cys Arg Gly

8-Argininvasopresin
(antidiureticky hormon, ADH)
H,N
\

1-Desamino-8-D-argininvasopresin
(synteticky ADH)
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Taktika peptidovych syntéz:

1. Aktivace karboxylu
2. Chranéni skupin, které nevstupuji do peptidové vazby

Syntézy peptidl jsou zautomatizovdny. Prvni chrdnénd skupina se
navdze C -koncem na makromolekuldrni pryskyrici a postupné se
priddvaji na N - konec dalsi chrdnéné aminokyseliny. Reakci
karboxylu a aminoskupiny s N, N - dicyklohexylkarbodiimidem
(DCC) za odstépeni vody a uvolnéni N, N~ dicyklohexylmocoviny,
se tvori peptidovd vazba.

Skupiny, které nemaji vstoupit do peptidové vazby se chrani
¢inidly jako napr. - butyloxykarbonyl, #-Boc nebo
benzyloxakarbonyl (drive karbobenzoxy nebo karbobenzyloxy) -
symbol Z nebo Cbz. Obé skupiny se po skonceni syntézy lehce
odstépuyji.
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H-C
3 \\ || \ S
O
H3 1~ -
H ||
(@)

t-Butyloxykarbonylaminokyselina
(t-Boc aminokyselina)

N—/—C—N

Dicyklohexylkarbodiimid
(DCC)



Vstup chrdnéné aminokyseliny (+-Boc) do peptidové vazby

ZAKLADY BIOCHEMIE

za Ucéasti DCC:

7-Boc aminokyselina n-1

Aktivovand aminokyselina

Rn H
4<
N

H,N ICI

(0]
Aminokyselina n vazand na polymer

O n H

H 11T 4~

N C c
NN O
1-Boc C/ N ¢
€ n

R H o
Dipeptid vdzany na polymer

+
o
oUve
N7 N
H H

Dicyklohexylmocovina

UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

\
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Celkovy postup syntézy peptidu na polymernim nosici.
Syntéza peptidi v pevné fazi - Merrifieldova metoda (SPPS).

R
n\ H
7-Boc ~
N~
H H - +

o
Chrdanéna aminoskupina n Reaktivni polymer

Polymer

@ Ukotveni

|
n\ H O
7-Boc, ~

H

Polymer

(9

@)
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Polymer
R
ng H
7-Boc ~
N, Y
N C
H |
o
@ Odstranéni chranici skupiny
pomoci F.C-COOH
Polymer
R
ng H
C o
HZN/ N C/
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Polymer
R
n, H
C (0]
HZN/ ~N |C|/
(0]
Tvorba peptidové vazby
@ s chranénou aminokyselinou n-1
+ DCC
Polymer
R
(0] n H
H I\
N C C o
NN NS
rBoc” ¢ N ‘
- H
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Polymer
R
O n H
H I\
N C C (0]
NN NS
rBoc” ¢ N7 ¢
. H |
n-1 H o
Dal$i odstranéni chranicich
skupin a syntetické cykly
@ Odstépeni peptidu pomoci HF
Polymer
0 o R H
J Ho ] A\
HZN\ /C\/\/\/\/\N\ /C\ /C\ O
C C\ N C
S > H
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PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Prirodni peptidy

Zvlastnosti struktury prirodnich peptidi:

- obsahuji i neproteinogenni aminokyseliny

- obsahuji i D-aminokyseliny

- isopetidové vazby (napr. y-karboxyl Glu)

- cyklické struktury (laktamy, disulfidové vazby)

- vétvené struktury

- blokovani koncovych aminokyselin (pyroglutamat, glycinamid)

Skupiny prirodnich peptidi

- di- a tripeptidy (glutathion, sladidlo aspartam...)

- pelp‘r)idové hormony (oxytocin, vasopresin, prechod k proteohormonim,
insulin

- neuromoduldtory (endorfiny, 15 az 32 aminokyselin, enkefaliny,
pentapeptidy)

- peptidové zoo- a fytotoxiny ( hadi, stiri, v€ely - apamin; falloidiny a
amanitiny - Amanitia phalloides )

- protaminy - kratké linedrni peptidy, mli¢i ryb

- polyaminokyseliny (bunééné stény baktérii, poly -y-L-Glu a poly-y-D-Glu)
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Insulin je skladovdn v téle jako hexamer. Jen monomer je funkéni.

Monomery spojuji atomy Zn?* pres His.
Insulin Lispro ma nizkou tendenci tvorit dimery a hexamery.

[C-terminus of B chain)

e DEG@COG 5o+
it QBEOBG o
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Metabolickd funkce insulinu
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8c/Insulin_glucose_metabolism.jpg
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PRIRODOVEDECKA FAKULTA

PROTEINY - BILKOVINY

Proteiny z reckého proteos (prvotni, nejpodstatnéjsi), bilkoviny
z némeckého eiweisse - vajecny bilek.

Proteiny jsou univerzdlni makromolekuly Zivych systémi majici
klicové funkce v témér vsech biologickych procesech.

Kliové vlastnosti proteinu:

Proteiny jsou linedrni polymery sestavené z monomernich
jednotek - aminokyselin.

Proteiny obsahuji fadu funkénich skupin.

Proteiny mohou reagovat spolu vzdjemné nebo s jinymi
biologickymi makromolekulami za tvorby vyssich komplexnich
celku.

Nékteré proteiny jsou silné rigidni, zatimco jiné vykazuji
omezenou flexibilitu.
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Klasifikace a rozdéleni proteind

Klasifikace proteinl podle funkce (specifické a obecné), chemického sloZeni
a tvaru.

Obecné funkce proteinid: Zdroj energie a dusiku, d¢inné dstoje (krev, cytosol),
vyznamny prispévek k udrzeni osmotického tlaku vné i uvnitr bunék.

Specifické funkce proteini (zvla$tni tabulka).

Chemické slozeni:
A) Jednoduché - pouze polypeptidovy retézec

B) Slozené (polypeptidovad ¢dst + neproteinova ¢ast)

- Metaloproteiny - obsahujici kovovy iont.

- Fosfoproteiny - obsahujici fosfaty.

- Glykoproteiny - obsahujici sacharidovou slozku
- Lipoproteiny - obsahujici lipidovou slozku

- Nukleoproteiny - obsahujici nukleové kyseliny

v
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Specifické funkce proteinu

Typ proteinu

Katalytické (enzymy)
Regulacni (hormony)
Ochranné

Skladovaci
Transportni
Strukturni
Kontraktilni
Genetické funkéni
Toxickeé

Priklad

Trypsin
Insulin
Protildatky
Kasein
Hemoglobin
Kolagen
Myosin, aktin
Histony

Ricin

Vyskyt a funkce

Hydrolyza peptidové vazby
Stimulace metab. glukosy
Vazba na cizorodé ldtky
MIéCny protein

Transport O, krvi

VIdknité pojivové tkdné
Svalova vlakna

Asociace s DNA (chromosomy)

Toxicky protein z Ricinus
communis (skocec obecny)

v
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Pokracovani - rozdéleni proteinu

- Rozdéleni proteint podle tvaru molekul:
- Globularni - tvar koule, obvykle ve vodé rozpustné
- Fibrildrni - ve tvaru vldken, ve vodé nerozpustné
- Membrdnové - soucdst biologickych membrdn

- Dal$i moZnosti déleni proteinl podle lokalizace nebo déjt,
ve kterych plsobi:
- Krevni proteiny
- Membrdnové receptory
- Elektrontransportni systémy (vnitfni membrdna mitochondrii)
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Purifikace proteint

Pro vSechny studie proteint musi byt k dispozici Cisty protein.

Proto, abychom ho  ziskali, musime mit zdroj, kde je proteinu
dostatecné mnoZzstvi a metodu pro jeho sledovdni béhem purifikace
(Cisteni).

Metody sledovdni purifikovaného proteinu jsou rizné. Uvadim metodu,
kdy md protein katalytickou funkci (enzym) a jeho koenzymem je
nikotinamidadenindinukleotid (NAD*), ktery po redukci na NADH
prechdzi na produkt identifikovatelny ve spektru UV vinové délky
340nm. Dle rostouci hodnoty absorbance posuzujeme aktivitu enzymu.
Daléim dilezitym (dajem je obsah proteint, ktery se béhem purifikace
méni. Rozhodujici pro Uspésny pribéh purifikace je rostouci hodnota
specifické aktivity ( aktivita enzymu / obsah proteint).

Abychom ziskali proteiny z bunék v roztoku musime biologicky materidl
homogenizovat - rozdrtit bunééné membrany. Po homogenizaci obvykle
ndsleduje oddéleni riiznych frakci diferencidlni centrifugaci.

Ziskdme sediment (u dna) a nad sedimentem supernatant.
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Diferencni centrifugace po homogenizaci.
Zvysujici se centrifugacni sila (ndsobky g) umozriuje oddéleni tézsiho
materidlu od lehciho, pripadné se oddéli pevné Cdstice od rozpusténych

v roztoku.
Centrifugace pfi 500 x g Supernatant
¢ ) po dobu 10 min pe
;
10000 x g
g . 20 min

U 100 000 x g

60 min

Cytosoldrni rozpustné
proteiny

Sediment: mikrosomy
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Dal$i metody purifikace proteind

Vysolovani a dialyza. Mnohé proteiny jsou méné rozpusiné v roztocich s vyssi
koncentraci soli. Vysolovéni |ze provddet frakéné napf. siranem amonnym rdzné
koncentrace. Dialyza je proces pFi kterém se oddéluji velké molekuly proteinl od
malych molekul (hapr. soli) pres semipermeabilni membranu.

Gelova chromatografie. Metoda slouZi k oddélovani velkych molekul od malych.
PouZivaji se kolony obsahujici porézni kulicky o rozmérech 100 um (O, 1 mm).
Obvykle nerozpustné, ale vysoce hydratované polysacharidy dextran, agarosa
nebo polyakrylamid. Napr. Sephadex, Sepharosa nebo Biogel. Malé molekuly
vhikaji do hydr'a’rovanych gell a tim se zpozd'uji, kdeZto velké molekuly prochdzi
rychleji (nezpoZd'uji se). Pofadi eluce molekul z gelu je : prvni velké, pote stfedni
a nakonec malé molekuly. Pouziva se také k odsolovani.

Chromatografie na iontoméniCich. Proteiny se oddéluji na_zdkladé ndboje na
f(eych povrchu. KdyZ md protein na povrchu kladny ndboj pfi pH 7, viZe se na
olonu  polymeru obsahujiciho karboxyldtové skupiny, zatimco protein s
nega’rnvmm ndbojem se nevdZe. Navdzany protein s kladnym ndbojem se uvolni
priddnim chloridu sodného do dstoje, protoZe sodny iont kompetuje s kladnym
ndbojem proteinu. Proteiny s kladnym ndbojem se vaZi na negativni ndboj kolony
(hapr. karboxymethylcelulosa). Naopak proteiny se zdapornym ndbojem se vazi na
pozitivni ndboj napt. diethylaminoethylcelulosu DEAE.

v
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Dialyza

Dializaéni sdéek
—~

Koncentrovany
roztok

Pufr (Ustroj)

Zahdjeni dialyzy

UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

V rovnovdze

\
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Polymerni nosic ©
(polysacharid) \\.@ A O
~ e
o o
' ' ' Malé molekuly -:@

vstupuji do périi

Smés s olymerniho nosi¢e e ®
s ¥ I 0% o
proteinu
Gel > Ly i °
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C o)
Celulosa \C{/
nebo |I -
agarosa o

Karboxymethylova (CM) skupina
(ionizovana forma)

CH,
H C/
2
e N
Celulosa \C/ \C/ 3
nebo H H
agarosa 2 2

Diethylaminoethylova (DEAE) skupina
(protonovana forma)

\
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Afinitni chromatografie

+  Afinitni chromatografie spociva
ve vazbé proteinl nha specifické
chemické skupiny (afinanty).

- NapF. enzym se mize vdzat na
afinitni  kolonu s navdzanym
kompetitivnim inhibitorem.

- Smés proteinl se nanese ha

Ze smési proteind
se specificky

zachyti pouze
’ “ jeden druh.

kolonu.
+ Hledany enzym se navdze pevné Ostatni molekuly
na inhibitor. se nezachyti.

+ VSechny ostatni proteiny se
vymy ji.

* Enzym se uvolni  priddnim
substratu.
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Ovéreni Uspésnosti purifikace.
Elektroforéza. Gelova elektroforéza.

* Molekuly nesouci ndboj putuji stejnosmérnym elektrickym
polem. Proces se nazyva elektroforéza. V biochemie mizeme
takto délit peptidy, proteiny i nukleové kyselmy

* Rychlost pohybu molekul v elektrickém poli zévisi na sile el. pole
(£), celkovém ndboji molekuly (2) a frikénim koeficientu (£):

v=Ez/ F

* Proti elektrické sile £.z nesouci molekulu s ndbojem proti
elektrodé s opacnym ndbojem plsobi viskozita jako projev
interakce mezi putujici molekulou a prostredim.

*  Frikéni koeficient £ zdvisi na hmotnosti a tvaru molekuly a
viskozité prostredi (n ).

*  Pro molekulu ve tvaru koule o polomérur, plati: f=6n.n.r

+ Elektroforéza se provadi na nosici o konzistenci gelu nebo na
papire. Gel slouzi sou¢asné jako molekulové sito.
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Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE).
Zesit'ovani akrylamidu (toxicky).

o (0] (0]
sl :
\ \ C /
NH,  + N7 N
H H
Akrylamid N,N’ -Methylenbisakrylamid

52082' Persiran

|

2 SO:' Siranovy radikal
/ (iniciator polymerace)

CONH, CONHZ/ CONH, CONH,
0% nH
H c/
2
\
NH

CONH, CONH, CONH, CONH,
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Provedeni PAGE. Vertikadlni (shora dold), molekuly se pohybuji smérem
k anodé (+). Velké molekuly se zpozd'uji, malé putuji v Cele.

78N —_ Smés
o/ 8 e
papipepenanenl les P %se makromolekul | ("} >0
(proteind) O (\ )
— - . Smér i Q. oS
[ J w— [ ] elektroforézy Elektroforeza @ o ® (©) ‘~
° - A __— Porézni gel o
% ° o (o)




ZAKLADY BIOCHEMIE UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI w

PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Modifikaci je elektroforéza za podminek denaturace - SDS-PAGE.

Denatura¢nim cinidlem je obvykle dodecylsiran sodny (SDS) - aniontovy
detergent. SDS Stépi témér vsechny nekovalentni vazby v proteinech.
Aniont SDS se vdze na hlavni retézec polypeptidu (jedna molekula SDS
na dvé aminokyseliny). Komplex denaturovaného proteinu s SDS ziska
zdporny ndboj, ktery je imérny molekulové hmotnosti proteinu.

Kromé SDS se pridava merkaptoethanol nebo dithiothreitol

k redukci disulfidovych vazeb.

Po probéhnuti elektroforézy se proteinové pdsy vizualizuji. Nejéastéji se
pouzivd trifenylmethanové barvivo Coomasie blue nebo barveni strribrem.
Pohyblivost vétsiny polypeptidi je za téchto podminek je primo umérnd
logaritmu jejich molekulové hmotnosti.

(o)
H3C\/\/\/\/\/\ I “Nat
O—ﬁ—O Na

Dodecylsiran sodny ©
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Kvantifikace purifikacniho protokolu - fiktivni protein

Stupen Celkové Celkovd S]Pecifické Vytézek Stupen
proteiny  aktivita aktivita
purifikace
(mg) (jednotky) (jednotky/mg) (%)

Homogenizace 20 000 200 000 10 100 1
Vysolovani 5000 150 000 30 75 3
Chromatografie

na iontomenici 1000 120 000 120 60 12
Gelova filtrace 100 80 000 800 40 80
Afinitni chrom. 2 60 000 30 000 30 3 000
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Idealizovand PAGE purifikace fiktivniho proteinu

Homogenate Salt lon exchange Molecular Affinity
fractionation chromatography exclusion  chromatography
chromatography
L | ) 2 w0 Y O 0




ZAKLADY BIOCHEMIE PRIRODOVEDECKA FAKULTA

UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI w

Stanoveni relativni molekulové hmotnosti proteind

» 1. Pomoci SDS-PAGE elektroforézy (objasnéno)
+ 2. Ultracentrifugace

+ 3. Hmotnostni spektrometrie



ZAKLADY BIOCHEMIE PRIRODOVEDECKA FAKULTA

UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI w

Ultracentrifugace

Centrifugace se pouziva k oddéleni hrubych smési bunécnych komponent.

Pri kvantifikaci rychlosti pohybu molekul v roztoku v centrifugacnim poli
pouzivdme sedimentacni koeficient (s) dle rovnice:

s = m(1 - vp)/f
kde m je hmotnost Cdstice, v je parcidlni specificky objem (reciprokad

hodnota hustoty cadstice), p je hustota média, 7 frikéni koeficient
(zdvisi na tvaru molekuly)

(1 - vp) vyjadruje schopnost prostiredi nadndset ¢dstice

Sedimentacni koeficient se obvykle vyjadruje v jednotkdch: Svedberg
(S) S=1013s,

Cim je hodnota S nizi, tim pomaleji Edstice sedimentuje.

Na tomto principu je zaloZena gradientova nebo jinak zondlni
centrifugace vedouci k oddéleni cdastic na zdkladé hodnoty jejich
sedumen’rac nich koeficientd.
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Hmotnost proteint miZe byt stanovena primo z tzv. sedimentaéni
rovnovdhy pri které se Castice centrifuguji nizkou rychlosti, tak,
Ze sedimentace je v rovnovdze s diflzi.

Metoda je pomérné presnd a na rozdil od SDS-PAGE nedenaturaéni
pri zachovani kvartérni struktury.

Hodnoty S (Svedberg = 10-13 s) a molekulové hmotnosti
nékterych proteind

Protein Hodnota S Molekulova hmotnost
Cytochrom c 1,83 12 310
Myoglobin 1,97 17 800
Trypsin 2,50 23 200
Maldtdehydrogenasa 5,76 74 900

Laktdtdehydrogenasa 7,54 146 200
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MALDI-TOF MS

(Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization-Time-of Flight-Mass Spectrometry)

Princip metody:
» Proteinovy vzorek je smichdn s matrici - tvorba krystalt
- Krystaly vystaveny laserovému paprsku - vznik nabitych iontl proteinu

» Tonty analyzovdny v analyzdtoru doby letu (+ ~ (m/z)/2)

MATRICE PRO MALDI - organické latky zajist'ujici ionizaci latek

OH HO
OH
CN
HO
OH

a~kyano-4-hydroxyskoficova kyselina 2,5-dihydroxybenzoova kyselina
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MALDI-TOF MS

(Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization-Time-of Flight-Mass Spectrometry)
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PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Strukturni typy proteint

1. Primdrni struktura = sekvence aminokyselin (shodné s peptidy).
2. Periodické sekunddrni struktury: a-helix a beta sklddany list,
otoCky a smycCKky.

3. Terciarni struktura.

4. Kvartérni struktura.

Ad 2.

Pauling Linus a Corey Robert postulovali v roce 1951 dveé
periodické struktury a-helix a beta sklddany list. Pozdéji byly
objeveny dalsi, sice neperiodické, ale vSeobecné se vyskytujici
beta otocka a omega smycka.
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Charakteristika a-helixu

Helikdlni struktura - Sroubovice udrzovana vodikovymi vazbami.

Jeden zdvit fvori 3, 6 aminokyselinovych zbytkd a obsahuje 13 atomd,
pocinaje kyslikem po vodik vodikové vazby.

Proto oznaceni: 3,645 helix.

Kazdy aminokyselinovy zbytek reprezentuje 0,15 nm. Celkovd délka
zavitu je 0,15 x 3, 6 = 0,54 nm.

Vedlejsi skupiny aminokyselin (R) sméruji ven ze Sroubovice.

Kazdy peptidovy karbonyl je vdzdn vodikovou vazbou na vzddlenou NH
skupinu retézce (i + 4).

VSechny vodikové vazby jsou paralelni s osou Sroubovice.
a-helix takto definovana ma:
o =-60°
v vV rozmezi - 45° aZ - 50°

Peptidovd vazba je vzhledem k polarizaci skupin NH a CO dipél. Dipélem
je také cely peptid s pozitivnim ndbojem na N konci a negativnim
ha C konci.

PFi pohledu shora na Sroubovici je smér vinuti shodny se smérem chodu
hodinovych rucic¢ek - a-helix pravotociva.
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Schematické znazornéni o-helixu
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Vodikové vazby v a-helixu. Skupina CO n-té aminokyseliny tvori
vodikovou vazbu s NH skupinou aminokyseliny n + 4.

R.
w0 NS ow ] NS
C N C C N C C N C
“HqN/ N N N N TN N N
H | ~ H | ~ \H H | ~ \H
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A)Stuzkové zndzornéni s a-uhliky a vedlejSimi skupinami aminokyselin.
B) Bocni kuli¢kovy model zndzortiuje vodikové vazby. C) Pohled shora.
D) Kalotovy model.
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Zndazornéni a-helikdlni struktury.
Konkrétni protein je tvoren svazkem o-helixd.
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Charakteristika B-skladaného listu

Struktura dostala ndzev podle poradi ve kterém byla popsadna.

Stéricky jsou obé formy beta listu daleko volnéjsi. Vzddlenost mezi
sousednimi aminokyselinami je 3,5 A, zatimco u helixu jen 1,5A.

Vedlejsi retézce sousednich aminokyselin sméruji na opaéné strany.

Beta list je tvofen spojenim dvou nebo vice beta retézcl vodikovymi
vazbami. Sousedni retézce mohou jit proti sobé - antiparalelni, nebo
soubézné - paralelni.

V pfipadé antiparalelniho beta listu jsou NH a CO skupiny kaZdé
aminokyseliny spojeny vodikovou vazbou s CO a NH skupinami
partnerského retézce primo.

V' paralelni struktufe je vazba NH skupiny aminokyseliny jednoho
retézce na CO skupinu aminokyseliny sousedniho retézce posunuta.
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Struktura beta listu.

Vedlejsi skupiny (zelené) sousednich aminokyselin sméruji na opacnou stranu.
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Schematicky model beta listu

(B) (©)
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Proteiny obsahuji zpétné kli¢ky (beta kli¢ky nebo vidsenkové ohyby).
Obvykle je CO skupina i-té aminokyseliny vdzdna vodikovou vazbou
s aminokyselinou i + 3. Nazyvaji se také omega smycka.
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Terciarni struktura

Trirozmérnad struktura, obvykle
funkéniho proteinu. SloZena z
domén - a-helikalni, beta listu a
smycek.

Napr. myoglobin - obsahuje
neproteinovou  slozku  hem
(prostheticka skupina).

Vice nez 70 % hlavniho retézce
myoglobinu je slozeno z 8 a-
helixi a zbytek tvori smycky
mezi helixy.
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Kvarterni struktura

Kvarterni struktura vznikd sdruZenim polypeptidovych retézcl
(obvykle kvarternich struktur) do multipodjednotkové struktury.

Mohou tak vznikat dimery, tetramery atd. Podjednotky mohou
byt shodné - homomery nebo rizné heteromery.

Prikladem je hemoglobin, ktery ma kvarterni strukfuru sloZzenou
ze Ctyr podjednotek. Dvou a a dvou B. Hemoglobin existuje jako
o,p, teramer.

Tvorba kvarterni struktury hemoglobinu ma vyznam a funkci pri
prenosu kysliku z plic do tkdni. Pozdéji porovndme rozdil mezi
prenosovou schopnosti svalového myoglobinu a krevniho
hemoglobinu.
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Tetramer o,f, lidského hemoglobinu.

Dvé identické podjednotky o (Cervené) a dvé identické podjednotky f3
(zluté). Molekula obsahu ¢tyri skupiny hemu.
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Principy uréeni tfirozmérné struktury proteint pomoci
NMR spektroskopie a rentgenové krystalografie.

Nukledrni magnetickd resonancni spektroskopie urcuje strukturu proteind
v_roztoku. Nutné jsou koncentrované roztoky proteinu (napr. 1 mM, nebo
15 mg.mL! pro 15 kd protein).

Princip: Technika je zaloZena na skutelnosti, Ze jddra urcitych atomi v¥kazu'i
magnetické vlastnosti, spin. Obvykle se méeri protonova sppek‘rr'a nebo spektra 13C.
rovedeni a interpretace

/'

Spiny téchto atomovych jader jsou ovliviiovany olfflim.
vysledku je velmi slozité a pristrojové narocné. (1 A = 108 m)

Rentgenostrukturni analyza (krystalografie) vyZzaduje protein v podobé
monokrystalu, zdroj rentgenovych paprsku a detektor.

A) Krystalovat pr'o‘reir%\ je velmi ndro¢na a sloZita zdlezitost. Napr. myoglobin
krystaluje z roztoku 3 M siranu amonného.

B? Zdroj rentgenového paprsku o vinové délce 1,54 A se ziskd plisobenim rychlych
elektronu na médénou desticku.

C) Paprsek prochdzejici rotujicim krystalem vytvari difrakéni obrazec, ktery se
zachyti detektorem.

Z hustoty a intenzity difrakénich stop se sestavuje obrazec trirozmérné
struktury proteinu.

Do sou€asnosti je zndma struktura vice jak 10 000 proteint. Koordindty struktur
se shromazd'uji v Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb).



http://www.rcsb.org/pdb
http://www.rcsb.org/pdb
http://www.rcsb.org/pdb
http://www.rcsb.org/pdb
http://www.rcsb.org/pdb
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Krystaly myoglobinu

(A)
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Rentgenovy difrakéni snimek myoglobinu

(B)
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Chaotropni latky - chaotropy.

Chaotropni latky rusi tFirozmérnou (3D) strukturu proteind
a nukleovych kyselin.

Destabilizaci a rusenim vodikovych vazeb dochazi
k denaturaci makromolekul.

Mocovina v koncentraci od 6 - 8 Mol/L
Thiomocovina 2 Mol/L
Chloristan lithny 4,5 Mol/L

Guanidinium chlorid (6ndCl) 6 Mol/L

@
NH2 )

HZNJ-L

Cl
NH,
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Zakladni pojmy imunologie

Imunologické metody slouzi k purifikaci proteind, jejich
lokalizaci v bunce a kvantifikaci.

Imunologie je zaloZena na tvorbé protilatky proti specifickému
proteinu.

Protilatka (také imunoglobulin, Ig) je protein syntetizovany
zivoCichy jako odezva na pritomnost cizi Idtky zvané antigen.

Tento proces slouZi jako obrana ZivoCicht pred infekci.
Protilatky vyvoldvaji tvorbu specifickych antigend.
Antigeny mohou byt proteiny, polysacharidy a nukleové kyseliny.

Protilatka rozpozndva specifické skupiny aminokyselin na velké
molekule antigenu. Toto misto se nazyva antigenni determinant
nebo epitop.

Malé cizi molekuly jako syntetické peptidy mohou také vyvoldvat
tvorbu protilatek. Nazyvaji se hapteny.
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Struktura protilatky
IgG se skldda ze ¢tyr Fetézcl. Dvou tézkych (heavy, H) a dvou lehkych
(light, L) spojenych disulfidovymi vazbami. Tézké a lehké retézce tvori
doménu, kterda ma na koncich vazebnd mista pro antigen.

Vazebné misto Vazebné misto
antigenu antigenu

Pe ) s

/

Lehky retézec (L)

X

Tézky retézec (H)

/
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Polyklonalni a monoklonalni protilatky.

Vétsina antigenli md vice epitopu. Polyklondlni protilatky jsou proto
heterogenni smési protildtek, kde je kazdd specifickd na rizné epitopy
antigenu. Monoklondlni protildtky jsou vdechny identické produkované klony
jednotnych protilatky produkujicich bunék. Rozpozndvaji jeden epitop.

Polyclonal Antibodies
Antigen

N

Monoclonal Antibodies
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VyuZiti tvorby protildtek ke kvantifikaci proteind na bazi testi ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

A) Neprima ELISA se vyuziva k detekci pritomnosti protilatek
(napr. k detekci infekce HIV).

Princip: Antigen (virovy protein) se navdze na stény zkumavky.
Pacientovo sérum obsahujici protildtky se nechd navdzat na antigen.
Pridaji se specifické protilatky (zivocCisné) proti lidskym protildatkdm
obsahujici navdazany enzym (kfenovd peroxidasa). Nakonec se prida
substrdt enzymu a vyvold se barevnd reakce.

B) Sendvicova ELISA umoznuje jak detekci, tak kvantifikaci antigenu.

Princip: Na stény zkumavky se navdze protildtka. Po pridavku krevniho
séra obsahujictho antigen. Antigen se navdze na protildtku. Priddme
druhou protilatku proti antigenu na které je navazdn enzym (obvykle
krenovad peroxidasa). Po pridavku substrdtu se objevi zbarveni imérné
mnoZstvi pritomného antigenu.
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- Wash Wash Wash s
—> —> —
Antigen- Specific antibody Enzyme-linked Substrate is added and
coated well binds to antigen antibody binds to  converted by enzyme into
specific antibody  colored product; the rate
of color formation is
proportional to the amount
(B) Sandwich ELISA of specific antibody
B wash | Wash '__"_: _E Wash =
Monoclonal Antigen binds A second monoclonal Substrate is added and
antibody- to antibody antibody, linked to  converted by enzyme into
coated well enzyme, binds to colored product; the rate

immobilized antigen of color formation is
proportional to the
amount of antigen
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Metoda Western blotting umozriuje detekovat mald mnozstvi proteind
gelovou elektroforézou. Po elektroforéze se zkopiruji proteiny na list
polymeru, kde reaguji s radioaktivni protilatkou. Pds odpovidajici proteinu

na ktery se navdzala protildtka se objevi na autoradiogramu.

Protein that reacts with antibody
/

Overlay
photographic film.
Expose and develop.

\

Protein band

detected by

specific antibody

S

| // |

— Add radiolabeled

— specific antibody.

| Transfer Wash to remove

—_| proteins. unbound antibody.

—|— >

SDS- Polymer Polymer sheet being exposed to antibody
polyacrylamide sheet

gel

\

\

Autoradiogram
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Predmet a obor biochemie

* Definice:

* Biochemie studuje biologické objekty chemickymi
metodami. Molekularni droven.

+ Etapy vyvoje biochemie:

+ A) Biochemie staticka - reseni struktur biologickych
objektl (proteiny, sacharidy, lipidy,.......)

B ) Biochemie dynamickad - metabolismus (intermedidrni
metabolismus). Studium reakci a vzdjemnych vztah

slou€enin v rdmci bunky a celého organismu (bazdlni
metabolismus). PPevratnd role enzymd.

- C) Prenos informace, regulace metabolickych pochodd.
Odstépeni ..Molekularni biochemie, molekuldrni genetiky".
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* Vztah a souvislost biochemie s ostatnimi chemickymi,
biologickymi a medicinskymi obory.

- Chemie

» Anorganicka chemie (Bioanorganicka chemie)

» Organicka chemie

*  FyzikdIni chemie

+  Analyticka chemie

- Biologie

* Biologie bunky

* Fyziologie (bakteridlni, savci, rostlinng, obecné zivocisna,
atd.)

* Genetika

+ Biochemie podle predmétu zkoumani: Lékarska, klinickag,
potravindarskd, atd.
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Koreny biochemie

F. Wahler - 1828 - syntéza mocoviny z anorganickych
latek

Bratri Eduard a Hans Buchnerové - 1897 -bezbunécny
extrakt z kvasinek katalyzuje fermentaci (reakce ..in
vitro".).

+ J. B. Sumner -1926 - krystaluje enzym ureasu, protein
z lusténiny Canavalia ensiformis

Soucasny rozvoj biologie bunky

Historicky pohled na dlohu deoxyribonukleové kyseliny
(DNA) v bunce

Objev 1869 F. Miescher; 1953 - James Watson a
Francis Crick - struktura DNA - start molekularni
biologie.
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Friedrich Wahler (31. cervenec 1800 Eschersheim u Frankfurtu - 23.
zari 1882 Gottingen)
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Friedrich Wohler

Friedrich Wahler (31. cervenec 1800 Eschersheim u Frankfurtu - 23. zdri 1882
Gottingen) byl vyznamny nemecky chemik, zndmy hlavné svou syntézou mocoviny.

V roce 1823 dokoncil sva studia mediciny v Heildeberqu a diky Leopoldu Gmelinovi
(tamnim profesor chemie, biologie a objevitel kyanoZelezitanu draselného) potom
pusobil pod Jonsem Jacobem Berzeliem (Svédsky anorganicky chemik, predstavitel
vitalistické teorie) ve Stockholmu. Nasledné pracoval a vyucoval chemii na
polytechnice v Berliné (konkrétné od 1825 do 1831). Potom byl az do roku 1836
umistén na vyssi polytechnickou $kolu v Casselu a pozdéji se stal profesorem chemie na
Un,iver'zir’(é v Gottingenu (Georgia Augusta University of Gottingen), kde pracoval az do
své smrti.

Nejvétsi vyznam md Wohlerova prdce v oblasti organické chemie, roku 1828 se mu
podarilo syntetizovat zahrfivanim kyanatanu amonneho mocovinu, Idtku pomoci niz
vyluCuji savci ze svého téla nepotrebny dusik, coZ je dnes povazovdno za milnik konce
vitalis ickc}/ch predstav. V tehdejsi dobé previddal hdzor oznaéovany |jako vitalismus,
ktery fvrdil, Ze ke vzniku organickych latek je tfeba jakdsi vitdini sila (lat. vis vitalis,
fran. Elan vital) a nelze je z Yohoto diuvodu uméle pripravit v laboratori. Mezi zastdnce
této teorie patrili Jons Jacob Berzelius a francouzsky chemik Gerhardt. Berzelius
tento ndzor vyslovil ve svém dile z roku 1807 a jako prvni se pokusil shrnout tehdejsi
poznatky a vysvétlit odlisnosti latek izolovanych z Zivé pFirody. Vitalistickd teorie byla
v souladu s tehdejsim prevlddajicim ndzorem, v némz dominovala cirkevni ideologie a
lidskému pozndni nedostupné sily. Ale jiz v roce 1783 se Scheelemu podarilo pFipravit
kyanovodik a Gay-lussacovi dikyan, z nehoz pak Wahler pripravil roku 1824 kyselinu
st’avelovou - v podstaté |ze Fict, Ze

\U
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syntetizovat organické latky bylo mozné jiz pred Wahlerovou syntézou moCoviny, a fak se
vitalisté museli branit proti kazdému experimentu, ktery prokazoval nesprdavnost jejich
teorie. Po Wéhlerové dspéchu se dokonce uchylili k tvrzeni, Ze mo¢ovinu nelze povazovat za
.pravou organickou" slou¢eninu, jelikoZ jde jen o odpadni produkt Zivého organismu. Nicméné
ani sam Wohler, ktery sice pripisoval syntéze mocoviny znacny vyznam, alespis diky
skutecnosti, ze 3lo o syntézu organické slouceniny z anorganické latky, ji nepovazoval za
dostatecny argument vyvracejici platnost vitalistické teorie. Ke kone¢nému odmitnuti
vitalisticke teorie tak doslo pozdeji v dusledku syntéz dalsich or'gBanickych sloucenin jako byla
napr. syntéza kyseliny octové provedend Kolbem roku 1845 nebo Berthelotovy syntézy
methanu, kyseliny mravenci, ethynu a benzenu béhem let 1855 az 1867.

Zjisténim, Zze kyanatan amonny se miize preménit ha mocovinu vnitfni zménou struktury
atomu bez zmény hmotnosti, Waohler prokdzal jeden z prvnich a nejlepsich prikladu izomerie.
Dva roky po syntéze mocoviny, v roce 1830, Wchler publikuje spole¢né s Justem von
Liebigem vysledky vyzkumu o kyseliné kyanurové, kyanaté a mocoviné. Berzelius ji ve své
zprdve pro Kralovskou Svédskou akademii véd shledal nejvyznamnéjsim vyzkumem toho roku.
ysledky byly na tehdejsi dobu trochu nec¢ekané a podaly dalsi dukazy ve prospéch izomerie.

Woahler spolu s Liebigem zkoumal také benzoylové slouceniny. Jejich prdce objasnily teorii
radikdlt a substituce v chemickych slou¢enindch.

Wéhler byl také spoluobjevitelem beryllia, kiremiku, karbidu vdpniku a mnoha dal3ich prvkd.
Za zminku stoji jeho objev hliniku. Waohler ho ziskal z oxidu hlinitého, prestoze se pred nim o
to samé bez Gspéchu pokouseli Davy, Oerstedt a Berzelius. Ddle se mu foglaf'ilo izolovat
yitrium, beryllium a zjistil, Ze kremik muze byt z ziskdn ve formé krystalu. V dalich letech
prispel svymi pokusy K objevu fitanu, vanadu, niobu, tantalu i uranu. Ddle uspél pri pokusu
ziskat Cisty nikl a se dvéma svymi prdteli zaloZil v Casselu fovdrnu na jeho vyrobu. Studoval
také chinony, alkaloidy i acetylen.

Wdhler se navic zabyval vyzkumem meteoritl. Proved| analyzu mnoha z nich a zjistil, ze ~ _
nékolik z nich obsahuje organické Ia‘rR{‘. Vlastnil velmi rozsdahlou soukromou sbirku meteoriti
a mnoho let psal o meteoritech pro Jahresbericht der Chemie.
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Friedrich Wohler

Béhem stdze u Berzelia ve Stockholmu se Wahlerovi
podarilo pripravit slou¢eninu kyanatan stribrny. V téze
dobé jeho krajan a pozdéji nejlepsi pritel Liebig pripravil
béhem stdze v PariZi traskavou slouceninu, kterou
prihodné nazval fulminan strribrny (fulminare je latinsky
blyskati se). Analyzou pak zjistil, Ze jeho molekula
obsahuje stejny polet stejnych atoml jako Wahlerav
kyanatan!

Dnes vime, Ze kyanatan a fulminan (izokyanatan) jsou
chemické izomery, tedy slouceniny ze stejného mnozstvi a
druhu atomi, ale jinak usporddanych (prvni ma vzorec
AgOCN, druhy AgNCO). Tehdy to byla zdhada.

v
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Wéhler, v tu dobu jiz uitel
berlinské primyslové skoly, se
tedy pousti do dalstho vyzkumu
svych kyanatant stribrnych a

shazi se z nich vselijak vyrobit Kyanatan amonny ~ mocovina
Liebiglv traskavy izomer. Kdyz

se poCatkem roku 1828 pokousi z NH,
kyanatanu stribrného a chloridu NH,OCN O:<
amonného ziskat kyanatan NH

amonny, ziskdva zcela mu .

nepodobné trpytivé bilé
krystalky, ve kterych
identifikuje svou starou zndmou
z dob studii - mocovinu... Vida,
ze slouceniny anorganické
vznikla latka organickad !

CH,ON,
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Soucashost a budoucnost

Konstrukce prvni knihy Zivota.
V dnoru 2008 americky biochemik Craig Venter ozndmil, Ze se

jeho tymu (péti stovkam §|i>(icv: kovych odborniki) podarilo .
syntetizovat genom, ’redé ompletni dédi¢nou informaci bakterie
Mycoplasma genitalium. Genom tohoto jednoduchého organismu
obsahuje asi 580 000 pismen genetickeho kédu, kazdé z téchto
pismen (nukleotidu) sestava ze sesti molekul (¢tyr organickych a
dvou anorganickych).

Jak to venterovci dokdzali? Samo sebou napred ten genom
dukladné precetli. Pak syntetizovali z 1!edno’rliv;/ch nukleotidu
¢lanky dlouhé asi 6 000 pismen. Ty potom skﬁgovali ve stdle delsi
retézce, az dostali ¢tyri uz dlouhe useky DNA. Ty vnesli do téla
kvasinky, ktera je zkompletovala v dplny, ale umély genom
mykoplazmy. o o '

Dalsim Venterovym cilem - ﬁr'ozcmm - zfejmée bude vytvorit v
prirodé se nevyskytujici mikroorganismy. S ¢lovéku uzitecnymi
vlastnostmi - tyto umélé bakterie budou treba rozkladat vodu na
vodik a kyslik nebo zkvasovat biologicky odpad na butylalkohol k
pohonu spalovacich motord.



*
*
"
*

J. Craig Venter (born John Craig Venter October 14, 1946, Salt
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Lake City, Utah)

Venter is currently the
president of the J. Craig Venter
Institute, which conducts
research in synthetic biology. In
June 2005, he co-founded
Synthetic Genomics, a firm
dedicated to using modified
microorganisms to produce clean
fuels and biochemicals. In July
2009, ExxonMobil announced a
$600 million collaboration with
Synthetic Genomics to research

and develop next-generation
biofuels. Venter used his sloop
(¢lun Carodéj II), Sorcerer II,
in the Global Ocean Sampling

Expedition to help assess
genetic diversity in marine

microbial communities.
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