Tercijarna struktura globuralnih proteina

e Rendgenska strukturna analiza proteina
e Konformaciona stabilnost proteina
e Supersekundarne strukture/Domeni
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Tercijarna struktura globularnih
proteina se definise kao:

e Kompletna trodimenzionalna (3-D)
struktura ....ili

e Konformacija ....1ll

e Nacin organizacije sekundarnih struktura |
polozaj bocnih aminokiselinskih ostataka



Globularni 1 fibrilni proteini



Primeri proteina

Tabela 1.2: Primeri proteina.

NAZIV PROTEINA

AKTIVNOST / FUNKCIJA / NALAZENJE

Enzimi kataliza svih reakcija u zivim sistemima
Transportni proteini
hemoglobin transport kiseonika i ugljendioksida
mioglobin transport kiseonika u misicima

serum albumin

transport masnih kiselina, steroida, lekova...

Kontraktilni proteini

miozin pokretljivost misica
aktin
Zastitni proteini
imunoglobulini  |stvaraju kompleks sa stranim telom
fibrinogen prekursor fibrina pri zgrusavanju krvi
trombin komponenta u zgrusavanju Krvi
Hormoni _ _
insulin regulise metabolizam glukoze

hormoni rasta

stimulisu rast

Rezervni proteini

rezerva aminokiselina za mladu jedinku

ovalbumin Jaje
kazein Mieko
gliadin Psenica
Strukturni proteini
a-keratin kosa, koza, krzno, nokti
fibroin svila, paukova mreza

kolagen

vezivno tkivo




Kako se odreduje 3-D struktura
proteina?

e Rendgenska strukturna analiza kristalal!
— “zamrznuto” stanje molekula proteina
— kristalni kontakti

+ mogu da se odrede I strukture velikih molekula
proteina

e NMR proteina u rastvoru!
+ protein u rastvoru
— za sada samo proteini ogranicene veliCine



Kristal proteina je
B mozaik od miliona
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¢ine molekuli vode!

http://crystal.uah.edu/~carter/protein/crystal.htm



Kristalizacija proteina

Cistoca proteina
Precipitant (tip |
koncentracija)

pH - obiCno se testira na
1/2 pH jedinica
Temperatura
Koncentracija proteina

Prisustvo supstrata,
proizvoda ili analoga

Aditivi - DTT, EDTA
Vremellll

Kristalizacija se postize
smanjivanjem rastvorljivosti
proteina u rastvoru u
uslovima pri kojima je dati
protein stabilan.

Kako naci te uslove?



Tradicionalna tehnika kristalizacije

1. Pomesati veliku zapreminu
rastvora proteina sa
koncentrovanim rastvorom
precipitanta do slabe
opalescencije rastvora.

2. Preneti alikvot u odgovarajuci mali
sud (sa zatvaraCem) i ostaviti da
protein iskristalise.



Primer: kristalizacija mioglobina
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PloCa sa 24 rupe za metodu viseCe kapi



Rendgenska strukturna analiza proteina
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Iterativno poboljSanje

CRYSTALS DIFFRACTION ELECTRON-DENSITY ATOMIC MODEL
PATTERN MAP



Prikazivanje 3-D strukture proteina:
pravljenje modela na osnovu koordinata atoma



Konformacija polipeptidnog niza moze da se
definiSe i pomocu ¢ i v uglova



Kristalne strukture 1970 - 2005



Koliko je 3D struktura proteina do sada
odredeno?

e U humanom proteomu se nalazi 100 000
razliCitih proteina.

e Kristalna (3D) struktura je uradena za oko
25 000 proteina i1z svih organizama.



Gde se cuvaju podaci?

he Protein Data Bank

o http://www.rcsb.org/pdb/
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Mioglobin I hemoglobin: prve kristalne
strukture globularnih proteina

1914 - 2002



Tercijarna struktura mioglobina



Strukturne karakteristike mioglobina

 molekul je kompaktan (malo supljina u unutrasnjosti
3-D strukture)

e 75% polipeptidnog niza je u a heliksu

e unutrasnjost i spoljasnost molekula se razlikuju i
dobro su definisane

e unutrasnjost molekula se sastoji skoro iskljucivo od
nepolarnih aminokiselinskih ostataka

e na spoljasnjoj strani se nalaze polarni ostaci ali ima |
nepolarnih ostataka



Ramachandranov dijagram za mioglobin



3D struktura nekih malin proteina



Zasto se polipeptidni niz uvija u jednu, jedinstvenu
nativhu konformaciju?
Gde se nalazi informacija za uvijanje proteina?

e U razvijenoj konformaciji svaki ak ostatak zauzima bilo
koju od 3 (dozvoljene) kombinacije ¢ Iy uglova.

e Niz od 100 ak ostataka bi mogao da zauzme 3100 jlj 1048
konformacija.

e Nativni molekul proteina se nalazi u jednoj jedinstvenoj
konformaciji (jedna odredena kombinacija ¢ i v uglova).



Anfinsenov eksperiment:
aminokiselinska sekvenca odreduje
jedinstvenu nativnu konformaciju!



Aminokiselinska sekvenca odreduje 3-D
strukturu

006 ., 000

Amino acid sequence 1

006 . 000

Amino acid sequence 2




Konformaciona stabilnost

e Nativha konformacija proteina je stabilnija
od razvijene.

e Razlika je mala:

— Konformaciona stabilnost malih globularnih
proteina -20 do - 40 kJ/mol.

e Promenom spoljasnjih uslova moze se lako
Izazvati razvijanje (denaturacija) proteina.



Konformaciona stabilnost:
AG izmedu nativne i razvijene
koformacije u vodi (vodenom

sredini/puferu)

K = [N]/[D]
K>1
—RTINK = AG,,,

AGtotal <0

AGtotal = AHniz o (TASniz + TASvode)

Konformaciona entropija (AS,;,<0 za uvijanje

Entropija vode (AS,,4.>0 za uvijanje):
favorizuje uvijanje proteina!!!!



Kako “savladati” konformacionu
entropiju?

e medjumolekulske sile
(efekat vode)



Medumolekulske sile

e nevezivne (van der Waalsove)
Interakcije

e elektrostatiCke interakcije

e vodoniChe veze



Nevezivne interakcije

Izmedu bilo koja dva atoma - €ak izmedu potpuno
nepolarnih dolazi do privlacnih sila (interakcija).



Elektrostaticke interakcije



Jonske interakcije
“Soni most”




VodoniChe veze

Vodonicne veze koje se nalaze u bioloSkim
sistemima:



Vodonicne veze nadene u proteinima



Medumolekulske sile & hidrofobni efekat

AG =AH -T AS



Hidrofobni efekat

Unutrasnjost globularnih proteina je nepolarna
Znacaj okoline za 3-D strukturu proteina
Definicija hidrofobnog efekta

Entropijska priroda hidrofobnog efekta

Uredenost molekula vode oko nepolarnih
molekula

Kako se meri hidrofobni efekat?



Hidrofobna unutrasnjost (jezgro) lizozima

| o @ Hidrofilne aminokiseline
. Hidrofobne aminokiseline

1HEL



Znacaj okoline za nativnu strukturu
molekula proteina

Molekul proteina je okruzen slojem (ljuskom) Cvrsto
vezane vode!

Molekul proteina podseca na

e Dodatak deterdzenata, organskih rastvaraca i dr. u
rastvor nativnog proteina izaziva denaturaciju!

e ZnacCaj vode: dodatak polarnih rastvaraca kao $to su
dimetil sulfoksid (DMSO ) denaturiSe proteine!



Hidrofobni efekat

Sta zakljuCujemo?
Pri prelasku nepolarnih molekula iz vode u organski
rastvaraC AG < 0i AS (vode) > 0!



Molekuli vode gradi uredene strukture



Pazljivo posmatrajte donju sliku. Opisite sta slika prikazuje. Navedite
primere iz biohemije sa kojima ste se sreli, a za koje je ova slika

relevantna.



Hidrofobni efekat



Primer klatrata



Neuredenost vode raste kada se
medusobno agregiraju!



Kako se meri hidrofobni efekat?



“Pokopane” hidrofobne povrsine

e Kolicina “pokopane” povrsine proteina
korelira sa stabilno$cu nativnih molekula
oroteina.

e Smanjenje 1A2 dodirne hidrofobne
povrsine sa vodom daje/”vredi” ~25 cal
mol- stabilnosti.



Indeks hidropatije za aminokiselinske ostatke



Indeks hidropatije

a-heliksi u molekulima proteina su paticni!



Smatra se da samo mali deo od mnostva
mogucih aminokiselinskih sekvenci
polipeptidnog niza mogu da daju
jedinstvenu stabilnu konformaciju!

Evolucija je izabrala ove sekvence za
bioloSke sisteme!



Strukturne karakteristike globularnih
proteina

Do sada je uradeno viSe od 25 000 kristalnih
struktura proteina.

Sta smo iz ovoga naucili?
Supersekundarne strukture !

Domeni!



Nivol strukture proteina

Primarna struktura

Sekundarna struktura

58588 6888060

Super-sekundarna struktura .

Tercijarna struktura

Kvaternarna struktura



Supersekundarne strukture ili motivi
uvijanja

e Jednostavne kombinacije sekundarnih
struktura u odredenom geometrijskom
rasporedu:

° O
e $[3
e S ald



Sematski prikaz supersekundarnih
struktura






Ukrstanje heliksa pod uglom od 50° u globinima




Grebeni u udubljenja pri ukrstanju heliksa pod uglom od 50°




Ukrstanje heliksa pod uglom od 20°







Bof3 motif



RBP (“Retinol binding protein™)

B - bure sastavljeno od ukosnica



Staphlococcus nuclease

Greek Key



Triozo-fosfat izomeraza (TIM)

Primer za o/} bure



Domeni

Domeni su strukturni
I/1li funkcionalni
modull unutar jednog
proteina koji se obicno
nezavisno uvijaju.

Primer: Gliceraldehid-
3-fosfat
dehidrogenaza



Proteini se grupisu u familije

— Proteini se grupisu u familije na osnovu dva
Kriterijuma:

— (1) proteini koji imaju >30% identicnih ostataka u
aminokiselinskoj sekvenci;

— (2) proteini sa manjom sliCnosti u sekvenci, ali koji
imaju slicne 3-D strukture i funkcije;

— Proteini iz jedne familije imaju isti nacin uvijanja, a
sekundarne strukture pokazujuju isti raspored |
povezane su na isti nacin.



Structural Clasification of Proteins:
SCOP

Svi proteini (domeni) se klasifikuju
—u 4 klase:

samo o

samo f3

o/

alternativni o I 3 segmenti

o + B (grupisane o I B strukture)



Organizacija proteina zasnovana na motivima

PDB: Protein Data Bank
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