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14. Aminokyseliny

14.1. Uvod

Bilkoviny (proteiny) jsou pfirodni polymery slozené z aminokyselin, které jsou spojené
peptidovou vazbou, z chemického hlediska se jedna o polyamidy. Bilkoviny maji mimotadné
postaveni ve struktuie, fungovani a reprodukeci zivych organismi. Zakladnim stavebnim kamenem
bilkovin jsou aminokyseliny. Latky slozené znékolika aminokyselin se nazyvaji peptidy a ty
predstavuji spojovaci ¢lanek mezi aminokyselinami a bilkovinami. Podle po¢tu aminokyselin, ze
kterych se peptidy skladaji, se nazyvaji dipeptidy, tripeptidy, tetrapeptidy, atd. Vé&tsim poctem
aminokyselin jsou tvofeny polypeptidy, které pak plynule piechdzi na makropeptidy. Je nutné
dodat, Ze neexistuje ostrd hranice mezi polypeptidy a bilkovinami.

14.2. Prirodni aminokyseliny

Hydrolyzou bilkovin se ziskaji volné a-aminokyseliny, které¢ nesou aminoskupinu na atomu uhliku
sousedicim s karboxylovou skupinou. VSechny aminokyseliny, kromé glycinu (R = H), maji na a-
uhliku centrum chirality a jsou opticky aktivni. V ptirod€ se nachazejici aminokyseliny, které se
ucastni tvorby bilkovin, maji konfuguraci L (vzhledem ke glyceraldehydu). Stejné jako u
sacharidil se i u aminokyselin pouziva Fischerliv zptisob zapisu konfigurace (Fischerova projekce
viz kap. 13).

R—(IB—C\ o-aminokyselina
NH, OH
CH=0 CH=0 CH=0
—= HO=—H _— HO+H
//H =
HO-H,C OH CH,-OH CH,-OH
L-(-)-glyceraldehyd
COCH COOH COOH
A T N — HN——H
NH, R R
L-(-)-aminokyselina Fischerova projekce

3D projekce

V tabulce 14.1. jsou uvedené vSechny pfirodni aminokyseliny. Aminokyseliny se
nazyvaji béznymi jmény a kazda ma zkratku skladajici se ze tii pismen. Ta se pouziva pro
prehledny zapis peptidt a bilkovin. Aminokyseliny jsou v tabulce rozdéleny do skupin podle
podobnych strukturnich prvkd. Dvanact z 20 aminokyselin je schopno lidské télo vyrobit z latek
obsazenych v potravé. Ostatnich osm aminokyselin (jsou zvyraznény kurzivou) musi ziskévat
pfimo z potravy. Tyto aminokyseliny se proto nazyvaji esencialni aminokyseliny. Samoziejmé
vSech 20 aminokyselin je nutnych pro rist, vyvoj a udrzovani zdravého téla.
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Tabulka 14.1. Nazvy a vzorce pfirodnich aminokyselin

. Zkratka a
Nazev isoelektricky bod Vzorec R
A. Jedna amino a jedna karboxylova skupina
H._COOH
1. glycin Gly (6.0)
NH,
HsC._COOH
2. alanin Ala (6.0) Y
NH,
CHs
3. valin Val (6.0) H3C)\(COOH H nebo alkylova
NH, skupina
HC COOH
4. leucin Leu (6.0) ’ YY
CH3 NH,
CHs
5. isoleucin Ile (6.0) H3C\)\(COOH
NH,
COOH
6. serin Ser (5.7) Ho/\( .
NH, R obsahuje
CH, hydroxylovou
7. threonin Thr (5.6) HO COOH skupinu
NH;
””””””””””””””””””””””””””” qe~COOH
8. cystein Cys (5.0) .
s ? COOH R obsahuje siru
9. methionin Met (5.7) ’ \/\’5_'
2
. COOH Amino skupina je
10. prolin Pro (6.3) NH soucasti kruhu
COOH
11. fenylalanin Phe (5.5)
NH,
COOH Obsahuji aromaticky
12. tyrosin Tyr (5.7) nebo
HO NH2 heteroaromaticky
COOH kruh
13. tryptofan Trp (5.9) N NH,
LS
B. Jedna amino a dvé karboxylové skupiny
14.kysehna HOOC COOH
aspartova Asp (3.0) NH,
: HOOC COOH
15. kyselina ’ Glu (3.2) \/\r
glutamova NH,
HN COOH
16. asparagin Asn (5.4) ’ \ﬂ/\( S
O NH Primarni amidy
o) aspartamoveé a
17. glutamin Gln (5.7) HZNJ\/\(COOH glutamové kyseliny
NH,

18. lysin Lys (9.7) N,
NH,
19. arginin Arg (10.8) HN H/\/\(COOH
NH,
COOH
20. histidin His (7.6) NYTY
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14.3. Acido-bazické vlastnosti aminokyselin

Aminokyseliny obsahuji soucasné karboxylovou a aminovou skupinu, tedy skupiny s kyselymi a
zéasaditymi vlastnostmi, a proto je zcela opodstatnéna otazka, jak se pfitomnost téchto dvou skupin
odrazi na vlastnostech molekuly. Na zaklad¢ pfitomnosti obou funkénich skupin je ziejmé, ze
struktura prezentovana vzorcem s volnou aminoskupinou a karboxylovou skupinou je jistym
zpusobem zjednodusena. Ve skutecnosti aminokyseliny obsahujici jednu karboxylovou skupinu a
jednu aminoskupinu nachéazeji ve stavu bipolarniho iontu (zwitterion). Dochazi ke vzajemné
protonacni reakci mezi aminoskupinou a karboxylovou skupinou, a tak se aminoskupina nachazi
ve form¢é amoniového iontu a karboxylova skupina ve form¢ karboxylatového iontu. Bipolarni
charakter dodavd aminokyselinam vlastnosti iontovych sloucenin a tomu odpovidaji i jejich
vysoké teploty tani (napiiklad u glycinu je to 233 °C) a nizkd rozpustnost v organickych
rozpoustédlech. Dale se bipolarni charakter projevuje chovanim aminokyselin pfi riznych pH.

H 9
— RC— |-

O

R-CH—< X
NH, OH NH; O
Aminokyseliny jsou latky s amfoternim charakterem. Mohou se chovat jako kyseliny a

poskytovat proton silnym bazim, nebo se mohou chovat jako baze a pfijmout proton od silnych
kyselin.

R\I/COOH HO" R\l/COO' HO" RYCOO-
NH3* H* NH;* H* NH,
nizké pH bipolarni ion vysoké pH
(kyselina) (neutralni) (baze)

Na obrazku 14.1. je titracni kiivka alaninu. Pfi vysokych hodnotach pH (zasadity roztok)
je pritomen pouze karboxylatovy ion, pfi stiednich hodnotach (pro alanin pH = 6) je aminoskupina
pritomna jako bipolarni ion a v silné kyselém prostiedi jako amoniovy ion.

pH R. _COO"
12

10

pK, = 2.34
|

| | |
0.5 1.0 1.5 2.0 (ekvivalenty OH")
Obr. 14.1. Titra¢ni kiivka alaninu

Naboj na aminokyselinach se méni podle pH. Pfi nizkém pH alanin nese kladny naboj,
pti vysokém pH nese zaporny naboj a v neutralnim prostiedi ma dipolarni charakter. Pokud se
umisti aminokyselina do elektrického pole pfi nizkém pH bude migrovat ke katodé (zaporna
elektroda), pfi vysokém pH bude migrovat k anodé (kladna elektroda). Pti stfednich hodnotach
pH, tzv. isoelektricky bod, bude mit bipolarni charakter a celkovy nulovy naboj, a nebude schopna
se pohybovat k zadné elektrodé. Isoelektrické body pro jednotlivé kyseliny jsou uvedené v tabulce
14.1.
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oH R._COO

— T

NH,

R._COO"

NH;*
v isoelektrickém bodé

nizké
R COOH pH

NH3*

anoda katoda

Obecné maji aminokyseliny jako glycin nebo alanin, tedy aminokyseliny s jednou
aminoskupinou a s jednou karboxylovou skupinou, dvé pK, hodnoty. Jednu okolo pH 2-3 (ztrata
protonu z karboxylové skupiny) a druhou okolo pH 9-10 (ztrata protonu amoniového iontu).
Isoelektricky bod je zhruba uprostied mezi témito hodnotami okolo pH 6.

Piiklady
1. Napiste rovnice reakce sodné soli alaninu s jednim ekvivalentem kyseliny chlorovodikové a pak
reakci vzniklého produktu s druhy ekvivalentem.

2. Ktera skupina amoniové formy alaninu je vice kysela, -NH;" nebo -COOH?

3. Ktera skupina karboxylatové formy alaninu je vice zasadita, -NH, nebo —COO™?

4. Setad’te skupiny —-NH;', -NH,, -COOH, —COO" podle klesajici kyselosti

14.4. Acidobazické vlastnosti aminokyselin s vice jak jednou amino nebo
karboxylovou skupinou
Isoelektrické body aminokyselin obsahujici jednu aminoskupinu a dvé karboxylové skupiny a
jednu karboxylovou a dvé aminoskupiny jsou podstatné odlisné od vyse zminénych aminokyselin.
Kdyz aminokyselina nese dvé karboxylové skupiny (kyselina aspartamova a glutamova) je jeji
isoelektricky bod v kyselé oblasti (pH 3). Dtvodem je potieba vét§tho mnozstvi kyseliny
k potlaceni ionizace druhé karboxylové skupiny, aby zlistala neutralni. V pripad¢ piitomnosti
dvou aminoskupin (lysin, arginin a histidin) je isoelektricky bod v zasadité oblasti (pH 7.6-10.8).
V tomto piipad¢€ je nutnd piitomnost dalsi baze .

Na vyse uvedenych vlastnostech aminokyselin je zalozena metoda déleni aminokyselin.
Tato metoda se nazyva elektroforéza, kterd vyuziva riiznou rychlost a smér pohybu aminokyselin
v elektrickém poli pti rizném pH.
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Formy kyseliny aspartamové pfi riznych pH

HOOCCHZYCOOH HOOCCHZYCOO‘ 'OOCCHZYCOO'
NH5* NH5* NH,
pH 1 pH 3 pH 12
Priklady

1. Vyse uvedeny piiklad ukazuje tfi formy kyseliny aspartamové s celkovymi naboji +1, 0 a -2
nakreslete dalsi mozné formy.

2. Nakreslete pfevazujici formy lysinu pti pH 1, pH 9.7 a pH 12.

14.5. Reakce aminokyselin

Mimo acidobazického chovdni se aminokyseliny ucastni reakci typickych pro karboxylové
kyseliny a aminy. Karboxylova skupina mize byt esterifikovana a aminoskupina mize byt
acylovana. Tyto reakce se vétSinou pouzivaji pro do¢asnou modifikaci nebo ochranéni funkénich
skupin pfi syntéze peptidl a proteinii z aminokyselin.

R._COO A R._COOR’
+ ROH + H* —— T
NH,* NH3*
R._COOR’
R._COO O OH
he + R'~__NH + H,0 + CI
NH;* R’ Cl W
o)
Priklady

1. S pomoci vySe uvedenych reakci nakreslete produkty nasledujicich reakei:
a) fenylalaninu s CH;0H a HCl

b) valinu s benzoylchloridem a NaOH

c) glycinu a acetanhydridu

14.6. Ninhydrinova reakce

Ninhydrin je dulezité ¢inidlo pro detekci aminokyselin a urcovani jejich koncentrace v roztocich.
Ninhydrin je hydrat cyklického triketonu a pii reakci s aminokyselinami dochazi ke vzniku
intenzivné fialového barviva. Celkova bilance této reakce, ktera probiha slozitym reakénim
mechanismem, je ukdzana na niZze uvedené rovnici.
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3 H,0

o) o) o)
OH R__coo *
A LT e
OH NH,* +
o O -O H+

ninhydrin fialovy anion

Aminokyseliny do reakce pfispivaji pouze atomem dusiku z aminoskupiny. Pfi reakci
dochazi k rozkladu aminokyseliny na aldehyd a oxid uhli¢ity. Stejné barvivo vznika pii reakci
vSech a-aminokyselin s primarni aminoskupinou a intenzita zabarveni je pfimo Umeérna jeji
koncentraci. Pouze prolin, jez ma sekundarni aminoskupinu, nedava toto fialové barvivo. Prolin
s ninhydrinem reaguje jinym reakénim mechanismem a vznika zluté barvivo, které se rovnéz
pouziva v analyze.

Priklady
1. Nakreslete rovnici reakce alaninu s ninhydrinem.

14.7. Peptidy

Aminokyseliny jsou spolu spojeny v peptidech a bilkovindich amidickou vazbou mezi
karboxylovou skupinou jedné aminokyseliny a aminoskupinou druhé a-aminokyseliny. Prvni kdo
navrhnul tuto strukturu byl E. Fischer, ktery nazval tuto vazbu peptidovou vazbou. Molekula
skladajici se pouze ze dvou aminokyselin spojenych touto vazbou se nazyva dipeptid (jako
zkratka se pouziva aa z anglického vyrazu aminoacid).

o § R
N-terminalni aa R\HJ\ N)\COO' C-terminalni aa
+ H
NH;

peptidova vazba

Podle zavedeného pravidla se peptidova vazba se znazornuje tak, ze aminokyselina
nesouci volnou aminoskupinu lezi nalevo a aminokyselina majici volnou karboxylovou skupinu
lezi napravo od ni. Tyto aminokyseliny se pak podle toho nazyvaji N-koncova aminokyselina a C-
koncova aminokyselina.

Peptidy se Casto pro zjednoduseni zapisuji pomoci symbolu stavajiciho ze tfi pismen pro
aminokyseliny (viz tabulka 14.1.). Zapis zacina zleva N-koncovou aminokyselinou. Napiiklad
glycylalanin je Gly-Ala a alanylglycin je Ala-Gly.

HYCOOH glycin H3CYCOOH alanin
NH, Gly NH, Ala
O CH; O )H\

H H3C
\HJ\N)\COO' 3 %H CoO
"NH3 H *NH3

glycylalanin Gly-Ala alanylglycin Ala-Gly

Rozmanitost, se kterou se mohou peptidy skladat dohromady, je obrovska. Napiiklad tii
aminokyseliny mohou byt spolu pospojovany do peptidu Sesti riznymi zpiisoby (napf. valin,
leucin, serin). V ptipad¢ tetrapeptidu se uz jedna o 24 moznosti a pro oktapeptid ¢islo vystoupa na
40320 moznych spojeni.



CHj;

COOH
H3c)\/

NH,

valine
Val
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H,C COOH

CHs NH,

leucin
Leu

Val — Leu — Ser
Val — Ser — Leu
Leu — Val — Ser
Ser — Val — Leu
Leu — Ser — Val
Ser — Leu — Val

H O/\/COOH

NH,

serin
Ser

a) valylalaninu

Priklady

1. Nakreslete strukturu nize uvedenych peptidti:rovnici reakce alaninu s ninhydrinem.
b) alynylvalinu

2. Nakreslete kompletni strukturu tripeptidu Gly—Ala—Ser.

3. Nakreslete vSechny mozné kombinace isomerd tripeptidu Gly—Ala—Ser

14.8. Disulfidova vazba

Mimo peptidovou vazbu se mohou aminokyseliny v peptidech propojovat jesté disulfidovou
vazbou (mustkem). Tato vazba se vyskytuje ve spojeni dvou molekul cysteinu. (Zde je vhodné si
pripomenout snadnou oxidaci a redukci thiolir).

0] (0]
H H
CH,SH oxidace CHzT
CH,SH redukce CH,S

| disulfidova vazba
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Jestlize jsou dvé molekuly cysteinu na riznych mistech v jednom peptidu a vytvori
se mezi nimi disulfidova vazba dojde ke vzniku smycky nebo velkého kruhu. V pfipadé, Ze se
jedna a dva rizné peptidy dojde ke spojeni obou fetézcd. Disulfidové vazby se snadno Stipou
mirnymi redukénimi Cinidly.

'\/V\CySJWVVW Cysm chSNS

SH SH iw d
Cys S

WICysuv\» W/C:ysm
SH . S.
SH "

e Cyso v Cys

14.9. Peptidy v prirodé
Peptidy tvofené malym poctem aminokyselin byly izolovany z zivych tkani a ¢asto hraji dulezitou
zivotni roli. Naptiklad bradykinin je nonapetid pfitomny v krevni plasmé a reguluje tlak krve.
Mezi dalsi priklady patii peptidy nachéazejici se v mozkové tkani, které maji funkci chemickych
pfenasect nervovych impulsti. Jeden z nich je dekapeptid nazvany substance P a je povazovan za
prenasece impulsi bolesti.

Arg—Pro—Pro—Gly—Phe—Ser—Pro—Phe—Arg bradykinin
Arg—Pro—Lys—Pro—GIn—Phe—Phe-Gly—Leu—Met latka P

Oxytocin a vasopresin jsou dva cyklické nonapeptidové hormony vyrabéné hypofyzou
(mozkovy podvések). Oxytocin fidi stahy délohy a laktaci. Pokud je to nutné mize byt podavan
k usnadnéni porodu. Za povSimnuti stoji, Zze obsahuje dvé cysteinové jednotky spojené
disulfidovou vazbou a C-koncova aminokyselina je pfitomna jako amid.

OH
N-konec
H,C
HN Q27 9
H,C H NH
S H, CH-CH,CH,CONH,

. HoH H
disulfidova S—C -C—N— —§

vazba /L @)
N~ 0
HHS H
N-C——N-CH,-CONH,

o HZC~CIH-CH3 C-konec (amid)
CH,

oxytocin, bily prasek, [a]?%p -26.2° [vodal]

Vasopresin se li§i od oxytocinu pouze nahradou Phe za Ile a Arg za Leu. Vasopresin fidi
vyméSovani vody ledvinami a ovliviiuje krevni tlak. Nemoc diabetes insipidus (iplavice mocova),
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ktera se projevuje zvySenym vyluCovanim moci, je zpiisobena nedostatkem vasopresinu a je 1éCena
podéavanim tohoto hormonu.

vasopresin

14.10. Primarni struktura peptidi

Pro znazornéni struktury peptidu ¢i bilkoviny je nutné znat dvé zakladni polozky. Zaprve,
zjakych a z kolika aminokyselin je latka slouzena a zadruhé, jaké je potadi (sekvence)
aminokyselin v fetézci.

Analyza aminokyselin

Uplna hydrolyza peptidu & bilkoviny poskytne smés aminokyselin. Typicky se provadi
zahifvanim peptidu ¢i bilkoviny v 6M HCI pii 110 °C po dobu 24 hodin. Analyza zalozena na
rozdéleni jednotlivych aminokyselin umozni urcit z jakych a v jakém mnozstvi jsou zastoupené
jednotlivé aminokyseliny. Tato analyza se dnes d€la na specialnich pfistrojich nazvanych
analyzator aminokyselin.

Urcovani sekvence aminokyselin

V roce 1953 Sanger' publikoval sekvenci aminokyselin v insulinu, coZ je hormon skladajici se
z 51 aminokyselin. Jeho népad byl zalozen na jednoduchém principu.

Vezme-li se v uvahu polypeptid, je jasné ze N-koncova aminokyselina ma na rozdil od
jinych aminokyselin v fetézci volnou aminoskupinu. Pokud se tato skupina pied hydrolyzou
derivatizuje reakci s néjakym cinidlem, pak po hydrolyze bude v reakéni smési pfitomna jako
derivat, ktery bude mozné snadno oddélit od ostatnich aminokyselin a urc€it jeho strukturu.

daq—aay,—aaz—aas—aas
l X (reaguje s aminoskupinou)
X—aay—aa,—aaz—aas—aas
l kompletni hydrolyza

X—aa,; + aa, + aaz + aa, + aas

Pro reakci N-koncové aminokyseliny pouzil Sanger 2,4-dinitrofluorbenzen, ktery reaguje
s NH, skupinou aminokyselin a peptidi za vzniku zlutych 2,4-dinitrofenylovych (DNP) derivata.

! Frederick Sanger, (13.8. 1918- ). Professor na Cambridgeské université. Nositel dvou
Nobelovych cen. Prvni dostal v roce 1958 za prace vedou k ur€ovani struktury proteinl a zejména
insulinu, a druhou v roce 1980 (spolu s P. Bergem a W. Gilbertem) za pfispévek pii urcovani
sekvence bazi v nukleovych kyselinach.
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NO, NO2

H2N COOH slaba baze N COOH
, Pehypoon ameni Y
O,N F R =

O,N

2,4-dinitro-4-fluorbenzen

Samoziejmé Sangerovo odbouravani umoznilo identifikovat pouze N-koncovou
aminokyselinu v celé sekvenci peptidu. Ackoliv byl Sanger schopen vyuzit svoji metodu téelné
(¢asteéné hydrolyzoval insulin a urcil N-koncové aminokyseliny mensi celkt), bylo jasné, Ze je
tteba vyvinout u¢innéj$i metodu, kterd by umoznila odstépit pouze jednu aminokyselinu z konce
polypeptidu a identifikovat ji.

Pouziti Sangerova odbouravani si ukdzeme na rozliSeni alanylglycinu (Ala-GLy) od
glycylalaninu (Gly-Ala). V prvém pfipad¢ bude 2,4-dinitrofluorbenzen reagovat s aminoskupinou
Gly a po hydrolyze se ziska dinitrofenylderivat glycinu (DNP-glycin). V druhém piipadé bude
2,4-dinitrofluorbenzen reagovat s aminoskupinou Ala a po hydrolyze se ziskéa dinitrofenylderivat
alaninu (DNP-alanin).

glycylalanin Gly-Ala alanylglycin Ala-Gly
O H
H\HJ\ \N)\COO‘
*NH, H
NO,
on-{ s
O H

2
\ hydrolyza H* \
O
H
OH P
: NH + : * HoN COOH
OoN NO, OoN NO,
DNP-glycin alanin DNP-alanin glycin

Utinngjsi metoda byla analyzy peptidii vyvinuta Edmanem v roce 1950" a je vyuzivana
dodnes. Jeho metoda je zalozena na reakci volné aminoskupiny N-koncové aminokyseliny
s fenylisothiokyanatem (C¢HsN=C=S). V prvnim kroku se volnd aminoskupina chova jako
nukleofil a aduje se na dvojnou vazbu C=N za vzniku derivatu thiomocoviny. V druhém kroku se
N-koncova aminokyselina odstépi v kyselém prostfedi jako heterocyklicka sloucenina
fenylthiohydantoin. ~ Struktura vzniklého fenylhydantoinu se pak ur¢i srovnanim s pfedem
pripravenymi standardy. V soucasné dob¢ tuto operaci provadi automaticky analyzatory peptidi,
které jsou schopné urcit sekvence prvnich 20 aminokyselin.

! Pehr Victor Edman (14.4. 1914 — 19. 3. 1977), §védsky biochemik.
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1 3
R H O R H O
oy %H)Y %”
O R o R
‘@N=C=S isothiokyanat

1 3
TRl T

R2 o)

lHCI,HZO

0O R 0
fenylthiohydantoin HN)\%O HoN H
Jibiohy IR S
S @ R2 H e} R4 H
Selektivni Stépent peptidovych vazeb

Edmanova metoda ma nesporné vyhody, ale neni mozné ji pouzit do nekonecna vzhledem
k postupnému nahromadéni necistot. Jiny postup je zalozen na rozs§tépeni bilkoviny na nékolik
mensich jednotek, které se od sebe odd€li a analyzuje se jejich sekvenci. Pro tento tucel se
pouzivaji ¢inidla nebo enzymy, které jsou schopné provadét Stépeni na specifickych mistech
(peptidovych vazbach). Nékteré priklady jsou uvedené v tabulce 14.2.

Tabulka 14.2. Cinidla a enzymy pro §tépeni specifickych mist polypeptidii

Cinidlo nebo enzym Specifické misto
Trypsin Karboxylova strana lysinu (Lys), argininu (Arg)
Chymotripsin Karboxylova strana fenylalaninu (Phe), tyrosinu (Tyr), tryptofanu (Trp)
Bromkyan (BrCN) Karboxylova strana methioninu (Met)
karboxypeptidasa C-koncova aminokyselina
Priklady

1. Urcete jaké fragmenty vzniknou enzymatickou hydrolyzou brakyninu (struktura je na strané 10)
pTi pouZiti:
a) trypsinu b) chymotrypsinu

14.11. Syntéza peptidt

Pokud je znama sekvence aminokyselin peptidu nebo bilkoviny, je mozné tyto syntetizovat
z jednotlivych aminokyselin. Syntéza peptidi (bilkovin) z aminokyselin je dulezitd z nékolika
davodu: a) syntéza potvrdi nebo vyvrati zda je sekvence aminokyselin urcena spravng, b) vymeéna
jedné aminokyseliny za druhou muze ovlivnit biologické chovani a vlastnosti peptidu (to je
dilezité pti vyvoji novych 1éki), nebo c¢) modifikace enzymii zménou sekvence aminokyselin.
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Aminokyseliny jsou bifunkéni slouceniny a proto bylo nutné vyvinout celou fadu
specifickych metod pro syntézu peptidi. Zde je nutné vzit v avahu, Ze pro selektivni tvorbu
peptidové vazby mezi karboxylovou skupinou jedné aminokyseliny (aa;) a aminoskupinou druhé
aminokyseliny (aa,) je nutné nejdiive ochranit ty funkéni skupiny, které se reakce nemaji ucastnit.
U prvni aminokyseliny to bude ochranéni aminoskupiny a u druhé ochranéni karboxylové skupiny.

o ochranéni o
aminu
HZN\KMOH P1_HN\’/U\OH P, = chranici skupina
R? R!
aaq
ochranéni
0 karboxylové o
skupiny
HZN\HJ\OH HzNﬁ/MO_P2 P, = chranici skupina
R2 R?
aa,

Timto zplisobem se dosdhne toho, Ze dojde k selektivni tvorbé peptidové vazby mezi
karboxylovou skupinou aa; a aminoskupinou aa,. Pfitom vznikne dvojnasobné ochranény
dipeptid.

R 0

P.—HN i H,N i 1O b
1 \HJ\OH + H \(U\O—Pz 1\H 0P,

R2 R2 R2

peptidova vazba

Po vzniku dipeptidu je nutné odstranit chranici skupiny za takovych podminek, aby
nedoslo k hydrolyze peptidové vazby. Pokud se k dipetidu maji pfipojovat dalsi aminokyseliny,
pak je nutné selektivné odstranit pouze jednu chranici skupinu. Cely tento proces mize byt velice
pracny a citlivy na reak¢éni podminky a prostiedi. Nicméné takovym zplisobem byl syntetizovan
napiiklad oxytocin nebo vasopresin (oddil peptidy v pfirod¢).

14.12. Sekundarni struktura bilkovin

Bilkoviny jsou slozené z dlouhych fetézct aminokyselin a proto by se mohlo zdat, ze budou mit
tendenci tvofit objekty s nepravidelnou strukturu. V praxi se vSak ukazal pravy opak a mnoho
bilkovin bylo a je mozné ziskat v krystalické formé.

Geometrie peptidové vazby

Jak bylo zminéno dfive, maji jednoduché amidy planarni strukturu, vazba C-N je krat$i nez je
obvyklé a rotace kolem ni je omezena (oddil 11.10.). Tyto vlastnosti jsou disledkem rezonance a
uplatiiuji se i v piipadé peptidovych vazeb.

1. Sest atomi lezi v jedné roviné
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2. Vazebné tihly okolo atomu dusiku jsou 120° a to poukazuje na sp’ hybridizaci jako by mezi
atomem dusiku a uhliku byla dvojna vazba.

3. Vazba mezi atomem dusiku a karbonylovym atomem uhliku je mnohem kratsi nez jiné vazby
N-C. Zase jako by mezi nimi byla dvojna vazba.

1.47A

1.32A

Tato tuhd geometrie a omezena rotace kolem vazeb se podili na konecné struktuie
bilkovin.

Vodikova vazba

Jiz diive bylo ukazano, ze amidy ochotné tvoii vodikové vazby mezi karbonylovou a aminovou
skupinou typu C=0--H-N. Stejné vazby jsou dalezité i v peptidech. Retézec se mize svinout
tak, Ze jedna N-H vazba jedné peptidové vazby vytvoii vodikovou vazbu s karbonylovou
skupinou jiné peptidové vazby téhoz fetézce a tak zpevni svinutou strukturu. Jinak se mohou
vodikové vazby vytvofit i mezi C=0 a N-H skupinou dvou riznych fetézct, a tak je propojit. I
kdyz je vodikové vazba velmi slaba, ma jejich velké mnozstvi velky vyznam ve struktuie bilkovin.

a-Helix

Rentgenové struktury nékterych bilkovin (napf. a-keratin, ktery je pritomny ve vlasech, vIné,
nehtech atd.) ukédzaly, Ze struktura této latky se opakuje kazdych 5.4 A. Bylo zjisténo, Ze
polypeptidovy fetézec je svinut do spiraly (Sroubovice), ktera drzi pohromadé pomoci vodikovych
vazeb. Tato Sroubovice (o-helix) je pravotodiva a ma jeden zavit na kazdych 5.4 A, ktery
obsahuje 3.6 jednotek aminokyselin.

Tato Sroubovice ma nékolik zajimavych vlastnosti. Pokud ptijdeme po fetézci dolti ukaze
se, ze kazda karbonylova skupina sméfuje dopiedu nebo smérem doll a ucastni se vodikovych
vazeb s N—H skupinou pod ni. VSechny N-H skupiny zase smétfuji nahoru. Diky tomu jsou
vSechny vodikové vazby orientovany soubézné s osou Sroubovice. Velké mnozstvi vodikovych
vazeb tak zpeviuje spirdlovitou strukturu. R skupiny aminokyselin sméfuji smérem ven od
Sroubovice, a tak nenarusuji jeji strukturu. Ukazalo se, Ze a-helix je pfirodni motiv podle které¢ho
se skladaji mnohé¢ bilkoviny.

Struktura skladaného listu

Existuje i1 dal§i moznost jak mohou byt peptidy usporadany v prostoru a tou je struktura
skladaného listu. Typickym pfikladem s timto uspofddanim je f-keratin. Peptidové fetézce lezi
vedle sebe a jsou spojeny vodikovymi miistky. Struktura se opakuje kazdych 7 A. R-skupiny
aminokyselin kazdého fetézce se stfidavé nachazeji pod a nad rovinou listu. Pokud jsou R-
skupiny velké (objemné) mtize dochazet snadno k repulzi se sousednimi fetézci. Z tohoto divodu
je struktura skladaného listu dilezita pouze u bilkovin, které jsou slozeny pfevazné z aminokyselin
majicich malé R-skupiny. Napiiklad B-keratin obsahuje 36% glycinu (R = H) a 22% alaninu (R =
CHj). Protoze tento typ repulze se nevyskytuje u a-helixu, je vyskyt této struktury u bilkovin

vvvvvv



14 Kapitola 14

——— aminovy konec
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14.12. Fibrilarni a kulovité bilkoviny, terciarni struktura
Bilkoviny se rozdé€luji do dvou skupin a to na vlaknité a kulovité. Tyto dvé skupiny se lisi tvarem
a funkci.
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Fibrilarni bilkoviny

Vlaknité bilkoviny jsou materidlem pro stavbu té€l zivolichii a nejsou rozpustné ve vodé.
Rozdéluji se do tfi skupin:

Keratinytvoii ochranou tkan jako ktize, vlasy, pefi, nehty, atd.,

Kolageny tvoii §lachy, krevni bunky, chrupavky atd.,

Fibriny tvori vlakna pavucin a kokonti (hedvabi)

Vlaknité bilkoviny maji rizné tvary, které zalezi na jejich struktufe. Napiiklad hlavni
strukturni jednotkou o-keratinu je Sroubovice (a-helix), ktera je pruzné a natahovatelna struktura
diky intramolekuldrnim vodikovym vazbam. Ve vlasech jsou do jednoho vladkna upleteny tfi
Sroubovice, které drzi pohromadé pomoci disulfidovych mustkd. a-Keratin je obsazen
v pevnéjsich strukturach jako nehty a drapy ma podobné sloZeni jako ve vlasech, ale obsahuje vice
cysteinovych jednotek v polypeptidovém fetézci. Ve vysledku tak dochazi k vytvotfeni vétsiho
mnozstvi disulfidovych miistkti a tim ke zpevnéni celé struktury.

Kulovité bilkoviny
Kulovité bilkoviny se 1isi od vlaknitych fadou vlastnosti. Jsou rozpustné ve vod¢é a maji jak
napovida nazev kulovity tvar. VétSinou vykonavaji jednu z nize uvedenych funkeci.

1. Enzymy jsou biologické katalyzatory, které se vyvolavaji celou fadu reakci v bunkach za
mirnych reakénich podminek.

2. Hormony jsou chemickymi pfenaseci informaci, které fidi biologické procesy.

3. Transportni bilkoviny pfenasi malé molekuly zjedné oblasti téla do druhé. Mezi né patii
hemoglobin, myoglobin, atd.

4. Skladovaci bilkoviny jako kasein v mléce nebo ovalbumin vajecného bilku, které slouzi jako
zasobarny energie (potravy).

Terciarni struktura bilkovin je uréena tfirozmérnym uspofadanim v prostoru, které je
zptisobeno vodikovymi a disulfidovymi vazbami. Je nutné podotknout, Zze hranice mezi
sekundarni a terciarni strukturou neni ostrd, nebot ob& maji pifimy vztah ke tvaru bilkovin.
Obecné¢ vzato sekundarni struktura je vysledkem interakce skupin, které lezi blizko sebe
v primarni struktufe (napiiklad interakce v o-helixu), kdezto terciarni struktura je tvofena
interakcemi mezi vzdalenymi skupiny primarni struktury.

14.13. Kvartérni struktura
Nékteré vysokomolekularni bilkoviny existuji jako agregaty (shluky) nékolika mensich jednotek.
Tyto agregaty se nazyvaji kvartérni strukturou bilkoviny. Agregace pomaha odvratit nepolarni
¢asti bilkoviny od vodného prostiedi v buiice.

Jako typicky priklad slouzi hemoglobin, coz je bilkovina, ktera pienasi kyslik. Sklada se
ze Ctyf kulovitych jednotek, které se déli na dvé o jednotky po 141 aminokyselinach a dvé 3
jednotky po 146 aminokyselinach. Ctyfi kulovité jednotky jsou uspofadany do vrcholi
pravidelného Ctyfsténu.

o —>

Py —=
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Priklady
1. Vysvétlete nasledujici terminy.
a) peptidova vazba b) bipolarni ion
c) dipeptid d) L konfigurace aminokyselin
e) esencialni aminokyselina f) aminokyselina s nepolarni R-skupinou
g) aminokyselina s polarni R-skupinou h) amfoterni slou¢enina
i) isoelektricky bod b) ninhydrin

2. nakreslete tfirozmérnou strukturu L-alaninu. Jakou konfiguraci na centru chirality, R nebo S?

3. Nakreslete Fischerovi projekce
a) L-fenylalaninu b) L-prolinu

4. Vysvétlete amfoterni charakter aminokyselin na zakladé reakce alaninu v bipolarni formé reakci
s 1 ekvivalentem
a) HCI b) NaOH

5. Nakreslete vzorce nasledujicich sloucenin v bipolarni formé
a) valin b) serin ¢) prolin d) tyrosin

6. Ktera s nasledujicich slouc¢enin ma nejkyselejsi proton?
HOOC-CH,CH,CHCOOH HOHZC—(IJHCOO'
+

|
"NH;, NH;

H,N
(CH3),CH-CHCOOH )—NH-CH,CH,CHCOO"
*NH HN +
3 NH,
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7. Jaké slouceniny vzniknou reakci nize uvedenych sloucenin s protonem
CH3CITI—(I3H-COO' 'OOCCH21§H-COO'

_|_
) HO NH, b NH,

8. Protonovana forma alaninu, CH;CH(NH;)COOH, m4 pK, 2.34 a je kyselejsi neZ kyselinal
propanova, CH;CH,COOH, ktera ma pK, 4.85. Vysvétlete ¢im je to zptisobeno.

9. pK, kyselin glutamové je 2.19 (a-karboxylova skupina), 4.25 (druhd karboxylova skupina) aj
9.67 (amoniovy ion). Napiste sled reakci, ke kterym dojde pokud se bude pridavat zdsada k silné
kyselému roztoku (pH = 1) glutamové kyseliny.

10. Druhd zéasaditd skupina argininu se nazyva guanidinova skupina. Pfredpovézte s kterou
aminoskupinou bude pfednostné reagovat proton a jak bude pozitivni naboj ve vysledném iontul
delokalizovan pres tfi atomy dusiku.

11. Napiste rovnice reakce alaninu s
a) CH3CH2CH20H a HCl

b) CsHsCOCI a zasada

c) anhydrid kyseliny octové

12. Napiste rovnice nasledujicich reakei
a) serin a nadbytek acetanhydridu

b) tyrosin a brom
c) threonin a nadbytek benzoylchloridu
d) kyselina glutamova, nadbytek ethanolu a HC1

e) glutamin, roztok NaOH a zahtivani

13. Napiste rovnici popisujici co se stane pokud fenylalanin reaguje s ninhydrinem.

14. Nakreslete strukturni vzorce nasledujicich peptida
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a) alanylalanin b) valyltryptofan
c) tryptofanylvalin d) glycylalanylglycin
e) serylleucylarginin f) histidylglycylglycylglutamova kyselina

15. Napiste rovnice hydrolyzy
a) leucylserinu

b) serylleucinu

c) valyltyrosylmethioninu

16. Za pouziti tfipismennych zkratek napiSte vSechny mozné kombinace tetrapeptidu slozeného
z glycinu, valinu, alaninu a leucinu.

17. Napiste rovnice nize uvedenych sloucenin se Sangerovym cinidlem
a) 2,4-dinitrofluorbenzen a glycin

b) nadbytek 2,4-dinitrofluorbenzenu a lysin

18. Napiste mechanismus prvniho kroku Emanova odbourdvani, tj. reakci N-koncové
aminokyseliny a fenylisthiokyanatem.

19. NapiSte rovnici odstranéni prvni aminokyseliny z alanylglycylvalinu Edmanovym
odbouravanim. Jak se bude nazyvat vznikly dipeptid.

20. Jednoduché pentapeptidy nazyvané enkefaliny se nachézi nervovych zakoncenich. Maji
aktivitu podobnou opiatim a pravdépodobné se tcastni v pfenost informaci o bolesti. Typickym|
prikladem je methioninovy enkefalin Try—Gly—Gly—Phe—Met. Nakreslete jeho celkovou strukturyl
vCetné postrannich fetézcu.
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