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Primarni struktura

primarni struktura bilkoviny je dana poradim AK

jejich polypeptidovych retézcu
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ProC urCovat primarni strukturu ?

znalost sekvence je nutna pro objasneni vyssich struktur
proteinu

— kazdy protein ma unikatni strukturu a funkce, ta je dana primarni
strukturou

porovnanim sekvenci napf. jedincu stejného druhu —
evoluce, taxonomie

— podobné proteiny rdznych druhd si MOHOU BYT podobné
(extrém — UBIKVITIN 76 AK — stejny u ovocné musky i u
Clovéka)

klinicke aplikace (mutace pricCinou rady chorob)
— defektni protein uz pri zmeéneé jediné AK

— 20— 30% lidskych proteinu je ovSem polymorfnich - maji ruzné
AK slozeni v populaci pri zachovani stejné funkce



Jak urCovat primarni strukturu 7

e priprava proteinu pro sekvenovani
— urceni poctu ruznych podjednotek v proteinu
— rozstépeni disulfidovych vazeb
— rozdeéleni a vycisténi jednotlivych podjednotek
— stanoveni AK slozeni podjednotek
« sekvenace polypeptidovych fetézcu
— rozstépeni jednotlivych podjednotek v urcCitych mistech
— rozdéleni a vycisténi fragmentu
— stanoveni poradi AK kazdého fragmentu
— opakovani s pouzitim Stépeni odliSné specifity
» sestaveni celé struktury
— vyhledani mist, kde doSlo ke stépeni na peptidové fragmenty
— porovnanim sekvenci skupin polypeptidu je Ize slozit do poradi,
ve kterém jsou v podjednotce
— lokalizace pfipadnych disulfidickych vazeb v podjednotkach



Stépeni disulfidickych vazeb

Dizulfide hond
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FIGURE 3-26 Breaking disulfide bonds in proteins. Two common
methods are illustrated. Oxidation of a cystine residue with performic
acid produces two cysteic acid residues. Reduction by dithiothreitol
to form Cys residues must be followed by further modification of
the reactive —SH groups to prevent re-formation of the disulfide
bond. Acetylation by iodoacetate serves this purpose.
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Urceni celkoveho AK slozeni

» kysela hydrolyza - 6 M HCI

— Asn—Asp, GIn—Glu, degradace Trp,
casteCne poskozeni Ser, Thr, Tyr

 alkalicka hydrolyza 2-4 M NaOH
—rozklad Cys, Ser, Thr, Arg, racemizace



Urceni N- a C-koncove AK

* N-koncova AK Sangerova metoda, postupne
odbouravani aminopeptidasami nebo Edmanovo
odbouravani

— Sangerova metoda — jen pro N-konec, po totalni hydrolyze
peptidu (nelze opakovat pro AK druhou od N-konce), dnes jina
Cinidla — dansylchlorid, dabsylchlorid

— Edmanovo odbouravani — uvolnéni N-koncove AK v
modifikované podobé (zbytek peptidu zustava netknuty)

» modifikovanou AK Ize stanovit pomoci HPLC, TLC, ELFO

» |ze opakovat a takto postupné osekvenovat od N-konce celé, lze
automatizovat

« (C-koncova AK odbouravani karboxypeptidasami,
hydrazinolyza, reakce s LiBH,, (neexistuje ekvivalent
Edmanova obouravani pro C-konec)



Polypeptide
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Specifita exopeptidas

« EXOpeptidasa — polypeptidovy retézec stepi na
konci

— karboxypeptidasa A — Stepi C-koncovou, pokud to
neni Arg, Lys, Pro a pokud predposledni neni Pro

— karboxypeptidasa B — Stepi C-koncovou, pokud to je
Arg, Lys a pokud predposledni neni Pro

— karboxypeptidasa C — stepi vSechny C-koncoveée
aminokyseliny, pH optimum 3,5

— karboxypeptidasa Y — Stepi vsechny C-koncovée
aminokyseliny, pouze Gly pomaleji

— Aminopeptidasa M — vSechny N-koncove
aminokyseliny



Specifita endopeptidas

« ENDOpeptidasy — stepi uvnitr polypeptidoveho retezce
— trypsin — za Arg, Lys (kladné nabité), pokud nasledujici neni Pro,
vysoka specifita

— chymotrypsin — za Phe, Trp, Tyr (objemné hydrofobni), pokud
nasledujici neni Pro, pomaIeJS| stepeni za Asn, His, Met, Leu

— elastasa — za Ala, Gly, Ser, Val (malé neutralni), pokud
nasledujici neni Pro

— pepsin — pred Leu, Phe, Trp, Tyr, pokud predchozi neni Pro,
mala specifita

— endopeptidasa V8 — za Glu

— thermolysin — pred lle, Met, Phe, Trp, Tyr, Val, pokud predchozi
neni Pro

* neenzymove stépeni — bromkyan

— specifické a kvantitativni stépeni na C-strane methioninovych
zbytku (,za“ MET)



TABLE 3-7 The Specificity of Some Common
Methods for Fragmenting Polypeptide Chains

Reagent (biological source)* Cleavage pm’ntsT
Trypsin Lys, Arg (C)
(bovine pancreas)
Submaxillarus protease Arg (C)
(mouse submaxillary gland)
Chymotrypsin Phe, Trp, Tyr (C)

(bovine pancreas)

Staphylococcus aureus V8 protease Asp, Glu (C)
(bacterium 5. aureus)

Asp-N-protease Asp, Glu (N)
(bacterium Pseudomonas fragi)

Pepsin Phe, Trp, Tyr (N)
(porcine stomach)

Endoproteinase Lys C Lys (C)
(bacterium Lysobacter
enzymogenes)

Cyanogen bromide Met (C)

*All reagents except cyanogen bromide are proteases, All are available from commercial sources,

tResidues furnishing the primary recognition point for the protease or reagent; peptide bond
cleavage occurs on either the carbonyl (C) or the aming (N) side of the indicated amino acid
residues,



Usporadani peptidovych fragmentu

 mame jednotlivé sekvenované segmenty, ted je potreba je
,Slozit“, porovnani AK sekvenci jedné sady fragmentu
S jinou sadou, jejiz specificka mista stepeni se prekryvaji
S misty prvni sady
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Sekvence aminokyselin polypeptidového felézce stancvujeme srovnanim sekvenci dvou sad prekryvajicich
se peptidovych fragmentd. V tomto pripade vznikaji dvé sady peptidevych fragmenta stépenim pelypeptidu
za vSemi zbytky argininu a lysinu trypsinem av oddéiené reakci za vSemi zbylky methioninu plisobenim
CNBr. Poradi prvnich dvou tryptickych fragment: stanovime napf. pozorovanim, ze peptid o slozeni
Gly—-Ala—Lys—Leu—Pro—Met vznikly Stépenim CNBr ma N- a C-terminalni sekvence stejné jako C-
a N-konce dvou tryptickych peptidt. Timte zplsobem stanovime pofadi peptidovych fragmentl v pavednim
pestidu.



Lokalisace disulfidickych vazeb

» vzorek proteinu je znovu stepen napr. trypsinem,
ale bez predchoziho zruseni disulfidickych
vazeb

 vysledné peptidy jsou rozdeleny elektroforezou
(neredukujici) a porovnany s predchozi sadou
(Stépeni po zruseni S-S vazeb)

* pro kazdou S-S vazbu budou chybét dva
puvodni peptidy a objevi se jeden vétsSi — ty dva
puvodni fragmenty jsou spojeny disulfidickou
vazbou



g9 Procedure

hydrolvze; separate
amino acids

Polypeptide

react with FDIMNB; hydrolyze;
h._ separate amine acids

reduce
disulfide
bonds (if present)
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2,4-Dinitrophenylglutamate

detected

GASMALIK
EGAAYHDFEPIDPR
DCVHED
YLIACGPMTK
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TEDCVHSD
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Conelusion

Polypeptide has 38

amino acid residues. Tryp-
sin will cleave three times
(at one R (Arg) and two

K (Lys)) to give four frag-
ments. Cyanogen bromide
will cleave at two

M (Met) to give three
fragments.

E (Glu) is amino-
terminal residue.

p]aced at amino

terminus because it
begins with E (Glu).

p]aced at carboxyl

terminus because it
does not end with

E (Arg) or K (Lys).

overlaps with

and @ allowing
them to be ordered.
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Dalsi metody urcovani AK
sekvence

« 20 — 30 AK peptid Ize ,sekvenovat” pomoci
hmotnostniho spektrometru

« dnes daleko snazsi a proto Casteji pouzivane je
izolovat gen pro dany protein, zjistit jeho
nukleotidovou sekvenci a ,prelozit” si ji do AK
sekvence

Amino acid
aequence (protein) Gln—Tyr—Pro—Thr-Ile-Trp

DNA sequence (gene) CAGTATCCTACGATTTGG



