ZGRADBA IN FUNKCIJA PROTEINOV

SILE, KI STABILIZIRAJO 3D ZGRADBO PROTEINOV

PEPTIDNA VEZ

o-HELIKS

B-NAGUBANA RAVNINA

B-OBRAT

KVARTARNA ZGRADBA

ZVIJANJE PROTEINQV spontano, $aperoni

"KONFORMACIJSKE" BOLEZNI

FUNKCIJA PROTEINOV

GLIKOPROTEINI vezava sladkorjev na proteine, proteoglikani,
agrekan, bioloSki pomen glikozilacije

FIBRILARNI PROTEINI keratin, kolagen, fibroin, spidroin

MIOGLOBIN, HEMOGLOBIN vezava kisika, zgradba,
konformacijske spremembe ob vezavi kisika, Bohrov
efekt, vpliv bifosfoglicerata, razli¢ne variante
hemoglobinov in njihova aktivnost

1. PRIMARNA ZGRADBA DOLOCA STRUKTURO
PROTEINA!

» 3D struktura opisuje polozaj vseh atomov proteina v prostoru

* Proteini se med seboj razlikujejo v primarni zgradbi. Imajo isto
kovalentno ogrodje, razlikujejo se glede na stranske skupine.

* Primarna zgradba dolo¢a nacin zvitja in vse viSje zgradbe in tako
tudi funkcijo proteina !

« Stranske skupine so spakirane tako, da so hidrofobne (skupina 1)
v notranjosti, polarne in nabite (skupini 2 in 3) pa na povrsini
proteina.

Proteini, ki sodelujejo pri
replikaciji DNA (modro)




2. NAJBOLJ POMEMBNE ZA STABILIZACIJO STRUKTURE SO
SIBKE NEKOVALENTNE INTERAKCIJE!

Kemijske vezi, ki stabilizirajo zgradbo proteinov
* Primarna struktura - kovalentna vez (peptidna)
« Sekundarna, Terciarna, Kvartarna struktura —

— disulfidna vez (kovalentna)

— Sibke vezi
* H-vezi 12-30 kd/mol
* ionske interakcije 20 kJ/mol
» van der Waalsove interakcije 0.4 - 4 kd/mol
+ hidrofobne interakcije <40 kJ/mol

Van der Waalsov

% privlak med atomi

(¢rne kroglice)




aminokisline skupine 1
*v notranjosti

/ *na povrsini

membranskih proteinov

aminokisline skupine 2 in 3
*na povrsini proteinov

TRODIMENZIONALNA STRUKTURA

*Glavne sile, ki stabilizirajo 3D strukturo so hidrofobne interakcije med
stranskimi skupinami nepolarnih aminokislin.

*\/ nezvitem ("unfolded") proteinu hidrofobne aminokisline ne morejo tvoriti H-
vezi z vodo, nastane urejena struktura vode okoli polipeptidne verige, ki
je termodinamsko neugodna:

*ni stabilizirajo€ih interakcij med vodo in stranskimi skupinami
polipeptidne verige
*entropija vodnih molekul je zmanj8ana

«Zato se proteinska veriga zvije ("folding™) tako, da skrije nepolarne stranske
skupine v notranjost proteina.
*Voda tvori H-vezi s stranskimi skupinami na povrsini proteina.
*\/oda se iztisne iz hidrofobne sredice in je navadno v globularnih
proteinih v sredini ni!
+Disulfidne vezi dodatno stabilizirajo 3D zvitje proteina.
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Navadno je prisotna samo ena "nativna" konformacija, ki je najbolj stabilna.
Vseeno ohranjena tudi fleksibilnost, ki je v€asih nujno potrebna.
100 aminokislin 5 x 10%7 razliénih konformacij

Zvijanje proteina je postopno. Pri¢ne se s tvorbo lokalne sekundarne strukture
in strukturnih motivov (iniciacijska jedra). Preostala veriga se zvije okoli teh
jeder. Zvijanje je kooperativno (vsak korak olajSa tvorbo ugodnih interakcij).

In vivo zvitje proteinov:

*spontano- samo na osnovi primarne zgradbe

spomoc¢ drugih molekul- molekularni Saperoni. Vezejo nezvito ali delno zvito
polipeptidno verigo in preprecijo neugodne hidrofobne interakcije med
izpostavljenimi deli. Imajo nizko specificnost. V vseh organizmih, v
normalnih ali stresnih (vro€ina) razmerah.

Razvijanje proteinov ("protein unfolding")
denaturacija kompletna izguba organizirane strukture (kuhanje jajc!). Porusi
se sekunarna in terciarna zgradba, primarna zgradba ostane
nespremenjena. lzguba funkcionalnosti!!
- ireverzibilna
- reverzibilna (organska topila, urea, gvanidinijev hidroklorid,
natrijev dodecil sulfat).




PEPTIDNA VEZ

Obicajno v trans konformaciji

Ima 40%-ten znacaj dvojne vezi

dolzina 0.133 nm — krajSa od enojne in daljSa
od dvojne vezi

Dvojna vez — zato je 6 atomov peptidne vezi
ko-planarnih!

trans polozaj C

N-atom delno elektropozitiven;

O-atom elektronegativen

DIMENZIJE PEPTIDNE VEZI

0.123nm




KOPLANARNA
NARAVA PEPTIDNE
VEZI

o-ogljik

6 atomov peptidne
vezi lezi v ravnini !

a-ogljik

Main chain

o
Side chain

Razporeditev
elektronov

v peptidni
vezi

resonanc¢ni hibrid




Koplanarna konfiguracija  amidna

Resonancna stabilizacija planarne
strukture (energija stabilizacije
cca 88 kJ/mol), vez ni vrtljiva v
fizioloSkih razmerah

Vrtljivost vezi med a-ogljikovim
atomom in atomi iz peptidne vezi
a-C — CO- ¢ (psi)

o-C — NH- ¢ (fi)

Celoten potek polipeptidne verige
dolocen s koti ¢ in ¢. Nekateri bolj
verjetni.

ravnina

peptidne vezi

—————<H

a-ogljik

stranska
skupina

amidna ravnina
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RAMACHANDRANOV DIAGRAM
prikazuje kombinacije kotov ¢ in ¢
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LOKALNE STRUKTURE —
STABILIZIRANE Z H-VEZMI \;
R
a—heliks (a-vijadnica, "a-helix") / D
in druge vrste vijacnic- (’ "
periodi¢na
B-struktura (nagubana ravnina,
B-plosca, " B-sheet")- —_
sestavljena iz " p-trakov",
periodicna

zanke (B—obrati, "turn")-
neperiodicna, omega zanke

) N Struktura a-heliksa in -
nakljucna” struktura- ploskev
neperiodi¢na, "random coil" Pauling and Corey (1951) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 27, 205-
211; Proc. Natl. Acad. Sci. USA
37, 729-740
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desnosucni

Stevilo aminokislin na obrat 3.6

vidina dviga na ostanek 1.5 A

vidina zavoja 36x1.5A=54A

¢ =-600, ¢ =-45°
vodikove vezi med n in n+3 ostankom




vodikove vezi

v a-heliksu
=CO : H-N-
n: n+3

ni H-vezi med stranskimi
skupinami

prevec polarnih ali nabitih

ostankov destabilizira heliks

prolin destabilizira heliks

Cay,

dipolni
moment
v a-heliksu
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mioglobin

HELIKSI imajo lahko
razlicne lastnosti, ki so
odvisne od
aminokislinske sestave:

amfipaticni (flavodoksin)

hidrofobni (v notranjosti;
citratna sintaza)

polarni (na zunanjosti;
kalmodulin)

Predstavitev
heliksa kot
helikalno kolo

11



ostanki
usmerjeni k
proteinu

ostanki
usmerjeni
na povrsino

H heliks mioglobina

DRUGE VRSTE HELIKSOV

3y hetix a helix = helix 0
3,0 heliks a heliks n heliks
3 ostanki/zavoj 3.6 ostankov/zavoj 4.4 ostankov/zavoj
6 A/zavoj 3.54 A/zavoj 5.2 A/zavoj
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Poliprolinski Il heliks

3 ostanki/zavoj
9.4 A/zavoj

B NAGUBANA RAVNINA
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iztegnjena veriga; veliko gly in ala

trakovi so lahko paralelni ali antiparalelni
razdalja med ostanki:

3.47 A v antiparalelni konfiguraciji

3.25 A v paralelni konfiguraciji

13



B STRUKTURA

paralelna

antiparalelna

(@
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porin zunanje trioza-fosfat
bakterijske membrane izomeraza

B OBRAT

Ry Ry

» povezuje periodi¢ni strukturi (a-heliks, p-trak)

» omogoc¢a spremembo smeri polipeptidne verige

+ karbonilni C enega ostanka je s H-vezjo povezan z
amidnim vodikom

+ (glicin (ker je fleksibilen) in prolin (ker obro¢ omogoca
obrat) prevladujeta
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omega zanke- daljSi neperiodicni deli strukture, 6-16 aminokislin,
stranske skupine aminokislin zapolnijo notranjost zanke

R izkljuéno
izkljuéno a ! P mesana o/

porin zunanje trioza-fosfat
bakterijske membrane izomeraza

mioglobin

16



Struktura je odvisna od konteksta v katerem se
dolo¢ena aminokislina nahaja
VDLLKN peptid

STRUKTURNI MOTIVI
sposamezni elementi sekundarne strukture se lahko povezujejo v
stabilne strukturne vzorce- MOTIVI.
npr. helix-loop helix oo motiv transkripcijski faktorji
Bap motiv triozafosfat izomeraza (Tl)

*se zdruzujejo v vecje strukture, npr. -sodcek pri Tl

' 3

WAy N
N ) y / "
Gt € - ) <
ri‘,’&- - B s L e ’.& Bap motiv  trioza-fosfat
g PA a0 mofiv izomeraza
S - myoD
3

transkripcijski faktor

17



SDkeV
Electrons

Focising Mirmors
{or Monoe hromator)

4-Clrele Gonoimeter ( Eulerfan or Kappa Geometry)

The Nobel Prize in Chemistry 1954

Linus Carl Pauling

"for his research into the nature of the chemical bond and its
application to the elucidation of the structure of complex

substances "

Pauling has tried this method in his studies of the structure of proteins with which he has
been occupied during recent years. To make a direct determination of the structure
of a protein by X-ray methods is out of the question for the present, owing to the
enormous number of atoms in the molecule. A molecule of the coloured blood
constituent hemoglobin, which is a protein, contains for example more than 8,000

atoms.

On this basis Pauling deduced some possible structures of the fundamental units in
proteins, and the problem was then to examine whether these could explain the X-ray
data obtained. It has thus become apparent that one of these structures, the so-called

alpha-helix, probably exists in several proteins.

18



The Nobel Prize in Chemistry 1962
Max Ferdinand Perutz
John Cowdery Kendrew

"for their studies of the structures of globular proteins”

But even if the path was now open for a direct structure
determination of haemoglobin and myoglobin, there
was still an enormous amount of data to be processed.
Myoglobin, the smaller of the two molecules, contains
about 2,600 atoms, and the positions of most of these
are now known. But for this purpose, Kendrew had to
examine 110 crystals and measure the intensities of
about 250,000 X-ray reflections. The calculations
would not have been practicable if he had not had
access to a very large electronic computer. The
haemoglobin molecule is four times as large, and its
structure is known less thoroughly. In both cases,
however, Kendrew and Perutz are currently collecting
and processing an even greater number of reflections in
order to obtain a more detailed picture.
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Escherichia coli

This illustration shows a cross-section of
a small portion of an Escherichia coli
cell. The cell wall, with two concentric
membranes studded with

. transmembrane proteins, is shown in
green. A large flagellar motor crosses
the entire wall, turning the flagellum that
extends upwards from the surface. The
cytoplasmic area is colored blue and
purple. The large purple molecules are
ribosomes and the small, L-shaped
maroon molecules are tRNA, and the
white strands are mRNA. Enzymes are
shown in blue. The nucleoid region is
shown in yellow and orange, with the

% long DNA circle shown in yellow,

=% wrapped around HU protein (bacterial
nucleosomes). In the center of the
nucleoid region shown here, you might
find a replication fork, with DNA
http://www.scripps.edu/pub/goodsell/ polymerase (in red-orange) replicating
new DNA.

© David S. Goodsell 1999.

V osnovi so proteini narejeni tako, da je ¢imman;j
nespecifiénih interakcij z ostalimi celiénimi komponentami

STRUKTURNE IN FUNKCIONALNE
PREDNOSTI KVARTARNE ZGRADBE

Stabilnost: zmanjSanje razmerja povrsina/volumen
molekule

Geneti¢na ekonomicnost in u€inkovitost- ne rabis izdelati
dolgega polimera, mesto sinteze in polimerizacije sta lahko
razliCna

Kopicenje vec kataliticnih mest (npr. multi-encimski
kompleksi), katalitska mesta na vmesnih povrsinah
Popravljanje defektov enostavno- zamenjas podenoto
Kooperativnost

— Pozitivna

— Negativna

20



protomer (podenota)

|zologna asocmcua

S\W 3 W’)

heterologna asociacija

oligomer

heterolognl tetramer

r

*hidrofobne interakcije
(najveckrat)

N\ .7 7 / *H-vezi
/ @ N -elektrostatske

interakcije

SIMETRIJA _

>

ciklicna simetrija

tetrahedralna simetrija oktaedralna simetrija

ikosahedralna simetrija
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transkripcijski

faktor GroEL feritin
dihedralna

heptaedralna oktaedralna

transeritrin- vsak protomer sestavljen iz -sod¢ka,
ki se v dimeru nadaljuje v antiparalelni orientaciji
tako, da tvori dimer B-sendvic

podenota helikalni segment heliks

y

aktin

helikalna organizacija iz ene proteinske podenote

22



tubulin

ALOSTERICNA REGULACIJA, KOOPERATIVNOST

Vezava liganda na protein je regulirana z vezavo drugega liganda (EFEKTOR
ali MODULATOR) na drugem mestu

Oba enaka HOMOTROPICNI efekti
Razlicna HETEROTROPICNI efekti
Pozitivha kooperativnost zviSana afiniteta do liganda

Negativna kooperativnost znizana afiniteta do liganda

Hemoglobin- homotropicni efekti (kisik), heterotropicni efekti (npr. H*, BPG)
Pomemben regulatorni mehanizem za vrsto proteinov, predvsem encimov

V,

™M | hiperboliéna kinetika

(ni kooperativnosti) _‘F,____—

Negativna koop.
- kooperativnost

Sigmoidna kinetika
+ kooperativnost
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RENATURACIJA IN DENATURACIJA
RIBONUKLEAZE A
Christian Anfinsen, 1957
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ZVIJANJE PROTEINOV

“burst phase”- hitra faza
(milisekunde) v kateri se tvori veCina
wioked e elementov sekunadrne strukture

hidrofobni kolaps- hidrofobni deli se
zdruzijo, odstrani se voda. To stanje
se imenuje STANJE ODTAJANE
KROGLICE (“molten globule”)-
Y sekundarna struktura je tvorjena, 3D
pa Se ne.

Dloitan inlamediate

Vo pojav strukure podobne nativni.

Y Elementi sekundarne strukture so
stabilizirani, ampak ne Se pravilno
vsidrani en v drugega. Stranske
skupine $e fleksibilne.

kon¢&ni dogodki, ki privedejo do
pakiranja v rigidno hidrofobno sredico
(sekunde)

Dobson CM Phil.Trans. R. Soc. Lond. B (2001) 356, 133-145

ZVIJANJE PROTEINOV

Zvitje v nativno obliko brez intermediatov, dvostopenjski mehanizem, citokrom c
U->N

Zvitje preko dobro dologenih intermediatov, goveji pankreasni tripsinski inhibitor
U-l;—l, »l; >N

Fully reduced One-disulfide intermediates Two-disulfide Intermediates Native
{random coil} (three disulfides)

SH

N

c
130-51;14-38] [30-51;5-55] [30-51:5-55:14-38]

HS




Tolding of protein
completed after

mRNA ribosorme

Ribosome ATP

Yy

_-Hsp 70

Partially folded
protein

TN

GroEL/TCiP

ATP

,A.=;>

Conformational

change

Nekateri proteini se zvijejo spontano,
KOTRANSLACIJSKO ZVIJANJE

drugi potrebujejo pomo¢

PROTEINI, KI SODELUJEJO PRI ZVITJU
PROTEINOV V CELICI
Protein disulfid izomeraza (PDI)
Peptidil prolil cis-trans izomeraza
Molekularni Saperoni
- Heat shock proteini 70 (Hsp60,
Hsp70). Pri vseh organizmih v
o e citosolu, ER, mitohondrijih,
protein kloroplastih. DnaK
-8aperonini- ogromni kompleksi
-Hsp90- zvitje proteinov, ki
sodelujejo pri signalni transdukciji
-Nukleoplazmini- za pravilno
sestavo nukleosomov

PROTEIN DISULFID IZOMERAZA

V reducirani obliki katalizira izmenjavo disulfidov, dokler ne dosezejo nativne

stabilne konformacije.

Zvitje Ribonukleaze A v prisotnosti 2-merkaptoetanola v 10h
V prisotnosti PDI samo 2 min!

Reduced
P

MNorenative -5 bonds

Mixed disulfide

SH-, e S

] PDI
.

s

MNative 5-3 bonds
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Xaa-Pro peptidne vezi lahko v 10% v cis konformaciji

konformacijo, ki je drugace po€asen proces.

120.5° 7 ™ 123.5° . B
/7 \} Peptide bond ¢

TRANS

: 1264
A 1 1.32 F 7

PEPTIDIL PROLIL CIS-TRANS IZOMERAZA

Peptidil prolil cis-trans izomeraza katalizira spremembo cis v trans

Vioga Hsp 70

Hsp = “heat shock protein”

Hsp70 prepoznava nezvite s =
regije novih proteinskih ¢

verig - posebno Y
hidrofobne regije 8 &5%:':?'
VezZe se na regije in jih TER

zasciti pred nepravilnimi
asociacijami,
modifikacijami

~85%
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MOLEKULARNI SAPERONI
GroEL/GroES sistem

GroEL 14 identi¢nih 60 kDa podenot; tvorijo dva obro¢a 7 podenot
GroES heptamer 10 kDa proteinov

Vezava in hidroliza ATP
Desno GroEL
Levo GroEL-GroES-(ADP),

28



1.
nepravilno zvitega
proteina (cis)

5. Vezava novega

2. Vezava GroES, ki
Vezava 7 ATP in sprement ) §
konformacijo obro€a
in poveca votlino v
katero se namesti
protein

3. Hidroliza ATP
(cca.13s). Pride do
A o zvitja proteina.

Better-folded protein

U
ADP

ADP

4. Hidroliza ATP

0 )
substrata omogoci ‘_‘\—\_l : , omogoci
sprostitev pravilno @ e S é é "
2vitega proteina in imropery konformacijsko

ADP

protein spremembo, ki olajSa
vezavo naslednjega
substrata in 7 ATP
(trans)

7 ATP na cikel

Ce protein $e ni pravilno zvit lahko vstopi v nov cikel

Zakaj se sploh zvije?

1. Anfinsenova kletka- GroEL/GroES skrije protein v mikrookolju
pred ostalimi komponentami v citoplazmi s katerimi bi lahko
nespecificno agregiral

2. lterativno izboljSevanje zvitja- z ATPjem omogoc¢eno razvitje
proteina, ki je nepravilno zvit in ujet v nepravilni konformaciji.
Protein se veze na hidrofobne dele GroEL. Po hidrolizi ATP so
hidrofobni deli bolj narazen- pride do razvitja, sedaj se protein
lahko ponovno zvije do najbolj stabilne oblike.

In vivo GroEL/GroES kompleks reagira s 300 proteini E.coli (od 2500
citoplazemskih): skoraj vsi identificirani so encimi, ki sodelujejo pri
metabolnih procesih in transkripciji ali translaciji. M 20-60 kDa,
vecinoma proste B trakove. TakSni proteini se zvijajo poCasneje,
ker potrebujejo za tvorbo  ravnine ve¢ oddaljenih interakcij v
pravilni orientaciji.
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Amyloid fibrils from muscle myoglobin

briet communications

Even an ordinary globular protein can

he sequence of amino acids in a natur-
Tn\ protein determines the way in which

it folds up into its unique biologically
active ‘native” conformation’. But we show
here that myoglobin, the archetypal globu-
lar pmlcinz, can convert into an alternative
and radically different structure that closely
resembles the amyloid and prion aggregates
seen in pathological conditions such as
Alzheimer’s and  Creutzfeldt-lakob  dis-
case . 3

uch

astr
evid
sent:
mati

Mean residue weight ellipticity @

(108 deg cim? dmol-1)

180 200 240 220 230 240 250

Fandrich M et al. (2001) Amyloid fibrils from muscle
myoglobin. Nature 410, 165-166
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FUNKCIJA PROTEINOV

POVEZANA S TERCIARNO, KVARTARNO ZGRADBO

Stevilo podenot monomerni, dimerni, tetramerni, oligomerni
homo-oligomerni (homotipi¢ni) enake podenote
hetero-oligomerni (heterotipicni) razlicne podenote

ALOSTERICNE INTERAKCIJE
KOOPERATIVNOST

Nekateri primeri

glikoproteini

fibrilarni

KERATIN, KOLAGEN, FIBROIN, SPIDROIN

globularni

MIOGLOBIN monomer

HEMOGLOBIN tetramer, hetero-oligomer

GLIKOPROTEINI

sveCina evkariontskih proteinov je glikoziliranih.

sladkorji lahko predstavljajo od <1% do >90% tezZe

*na proteine so pripeti po translaciji. Navadno niso uniformni
produkti- imajo razlicna sestavo, mikroheterogenost.

sladkorji so vezani na povrsino, Strlijo stran od proteinov. Malo
znanih struktur (imunoglobulin G, hemaglutinin virusa
influence)

sladkorji se poveZejo na proteine preko
N-glikozidnih vezi
O-glikozidnih vezi

PROTEOGLIKANI V BASALNI LAMINI
BAKTERIJSKA CELICNA STENA (mikrobiologija)
TOPNI GLIKOPROTEINI
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N-glikozidne vezi

N-acetilglukozamin (NAG) je vezan v f anomerni obliki na amidni
duSik Asn v zaporedjih N-X-S ali N-X-T (X je katerakoli
aminokislina razen P, D, E, L ali W)

H - O NH C CH, CH Asn
» s

OH H Cc=0
HO H

X
H NHCOCH,

(NAG)

Ser or Thr

Mana (1—> 6).
:,\ Man B (1—> 4) NAG B (1—> 4) NAG
Mana (1—> 3)°

v

=NAG, V¥ =Mannose

N-vezani oligosaharidi imajo pogosto Man;NAG, vezan oligosaharid




Type Occurrence

v. Human
T
vy—o—0 immunoglobulin M (IgM),
o-Vv Bovine rhodopsin
\ 2 A
v\ = A Chicken ovalbumin,
} ; v~ Y=0-9= gindvis virus
Se nekateri drugi =
. ;- Human and rabbit
Erlmeln klahro zelo A v\\_v B =iy
ompleksni! et Rat liver plasma
A-V mambrana
—A—© L 2
tv\ Vesicular
—A—@ VY- 90— slomaliis
A0 \ 48 virus
*
—A—© _v\ i Human immunoglobulin
A-®-V~ G
L 2
A v"\ & o Bovine immunoglobulin
P Y¥—o—9 G (IgG)

® =NAG, ¥ =Mannose, A = Galactose,
= N-Acatylnauraminic acid, ® - Fucose

O-glikozidnih vezi
Najbolj pogosta oblika je B-galaktozil (1—3)-a-NAG vezan v a
anomerni obliki na hidroksilno skupino S ali T.

CH,OH CH,OH R=Hor CHy
(8] A 0
HO o HO & N A
OH H N H gt .
> bR e Galaktoza tvori O-
s e H  NHCOCH; NH glikozidne vezi s 5-
j-Galactosyl-(1-—»= 3)-u-N-acetylgalactosaminyl-Ser/Thr h|d rOkS|l|Z|In|m| OStank|
kolagena.
b) C]‘I.g()ll R=Hor CHy
H 40 H
H S R C=0

OH HO 0 H NHj

HO N\ O—CH—CH L
CH,

H H NH i -

a-Mannosyl-Ser/Thr

5-Hydroxylysine

NH
CH
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PROTEOGLIKANI

V bazalni lamini, ki lo€uje epitelne celice od spodnjih slojev celic

Protein na katerega je vezana vsaj ena glikozaminoglikanska veriga (karatan sulfat ali
hondroitin sulfat)

Vloga:

sorganizacija morfologije tkiva

«filtri, ki omejujejo potovanje molekul glede na velikost in naboj

eregulacija aktivnosti proteinov, ki sodelujejo pri signaliziranju

Approximate Core Protein Glycosaminoglycan
Proteoglycan Molecular Mass (kD) Type (Number)”
Proreoglveans interacting with
hyvaluronic acid
Aggrecan 220 CS (—100), KS (~30)
Versican 265-370 CS/DS (10-30)
Neurocan 136 CS (3-7)
Proteoglycans of the basal laminae
Perlecan 400-467 Heparan sulfate/CS (3)
Agrin 250 Heparan sulfate (3)
Bamacan 138 CS(3)
Small leucine-rich proteoglycans
Decorin 40 DS/CS (1)
Fibromodulin 42 KS (2-3)
Osteoglycin 35 KS (2-3)

“Abbreviations: CS, chondroitin sulfate: DS, dermatan sulfate; KS, keratan sulfate.

Sowerce: lozo, RV, A, Rev, Biochem, 67, 611, 626, _and 624 (1998),

. CHyOH
Nekateri 080 40 B :
lik . lik . g H i o coo” CH,080,~
glikozaminoglikani oo n/ i i} H 4 On H 4O n
H NHCCH i i N
H 40 0 B o/ 4 OH H -1 o OH H 0-
SENOH H 4]
H H  0S04" H  NHSO
toon NAcetyl NSulfo-
Gl ine-d-sulfate Gl ine-G-sulfat
2.sulfate
Chondroitin-4-sulfate | Heparin
CH,080,~ CH,OH
HO 47O By H O By
3 H I H
coo” ) H coo- HO, H
H Q b H NHTFHH H o 8o/ M NH(l“,l’H“
“S{LOH H 0 SRou 1 0
H H
H OH .
NAcetyl- H OH NAcetyl-
w3l gal ine-fi-sulfat -Gl rrglucosamine
Chondroitin-G-sulfate Hyaluronate
CHLOH CHy0804"
13
080 40 o H gm0 By
) H L I o .t
H H NG H /
u 0 s/ H NHCCH, s / H NHCCH,
¢t Coo @ I o |
SNOH H o (8]
H
H OH i H
NAcetyli- o N-Acetyl-
L-1d gal ine-d-sulfat -Galactose n-glicosamine-f-sulfate
Dermatan sulfate Keratan sulfate




model AGREKANA
sestavina hrustanca

*Centralna veriga hialuronske kisline

*VVeze nekovalentno okoli 100 verig
agrekanov

*\/sak agrekan vezZe okoli 30 verig
keratan sulfata in 100 verig
hondoritin sulfata

M >200.000 kDa, polidisperznost

Hrustanec
kolagen natezna trdnost
proteoglikan proznost

Razvejana struktura in polianionski karakter sladkorjev
omogocata visoko hidracijo. Ob pritisku se voda iztisne iz
hrustanca, dokler odboj zaradi istih nabojev ne prepreci
nadaljnega stiskanja. Ko pritisk popusti gre voda nazaj.

N term domena
(60-70 kDa) in

povezovalni protein :

(40-60 kDa)

Lektin, ki veze
monosaharide-
povezava celiCne
povrsine in
ekstracelularnega
matriksa

/

I
\
3z
H

Na N-koncu
oligosaharidi, malo

V sredini keratan
sulfat vezan z O-
glikozidnimi vezmi

——F— g;;'::a 000-00 Na C-koncu regija
R i bogata s hondroitin
— = 100 kDa sulfatnimi verigami
i —— e vezanimi z O-
T glikozidnimi vezmi in
— e Gal-Gal-Xyl

mostickom

g
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Mannose

NAG

Mikroheterogenost- Sesta
manoza lahko vezana na
razli¢ne pozicije

Model dinamike oligosaharida goveje pankreasne ribonukleaze B
(RNaze B)

BIOLOSKA VLOGA OLIGOSAHARIDOV

MUCINI- komponente mukuze. Zas¢ita. Sladkorne verige s
sulfatnimi skupinami- odboj, rigidna struktura. Tvorijo omrezje, ki
tvori gel, ki $¢iti membrane, ki ga proizvajajo. Zascita celic-
GLIKOKALIKS. Gosto omreZje na povrsini celice sestavljeno iz
glikoproteinov in glikolipidov.

ZaScita pred proteolitsko razgradnjo. Razpolovni ¢as v plazmi
(ali celici) odvisen od sladkornega dela.

Ogljiko-hidratne skupine membransko vezanih glikoproteinov so
izpostavljene zunanjosti. Mediatorji celi€nih kontaktov. Adhezija
bakterij na glikoproteine na povrsSini celice z adhezini.

Vpliv na zvitje proteinov, fizikalno stabilnost, modulacija
encimske aktivnosti.
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FIBRILARNI PROTEINI
* Vecina polipeptidnih verig v smeri ene osi
* Prevladuje en tip sekundarne zgradbe
* Fibrilarne beljakovine mehansko odporne
» Obic¢ajno netopni v vodi
» Obic¢ajno imajo v celicah in ekstracelularno strukturno-
mehansko vlogo

a keratin v laseh, nohtih, parkljih, rogovih, perju
kolagen poglavitna sestavina

vezivnih tkiv (hrustanec,

kite, medceli¢nina)

fibroin sestavina svile » ~
spidroin pajCevina ® - .
5 -

svila

o KERATIN

Iz a-heliksov (vsak 311-314 aminokislinskih ostankov), na N-in C- koncih
neheli¢ne strukture

Aminokislinska sestava:
12% Glu, 11% Cys, 10% Ser, 8% Gly, 7% Arg, 7% Leu, 6% Asp, 5% Val, 5%
Ala, 29% ostale

Primarna struktura heliksov iz ponavljajoih se 7-ostankov dolgih zaporedij
(a-b-c-d-e-f-g),, kjer sta a in d nepolarni aminokislini

Teznja k tvorbi vijaCnice
Protofilamenti in filamenti stabilizirani s H-vezmi in intermolekularnimi
disulfidnimi vezmi

NN a heliks

ovita vija€nica ("coiled coil")- 2 heliksa

protofilamenti- 2 oviti vija€nici

mikrofibrile- 4 desno zasukani protofilamenti
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mikrofibrile

makrofibrile
{a) Dimer (h) Protofilament fc) Microfibril

celica N-terminal - -
heads
Coiled p
coil rod 9
C-terminal
tails o
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KOLAGEN
Najbolj zastopan protein pri vretencarijih.

Glavna komponenta odporna na stres (kosti, zobje, hrustanec, ligamenti,
komponenta koze, sten Zil).

Sesalci >30 razlicnih polipeptidnih verig, ki tvorijo vsaj 20 razliénih kolagenskih
tipov.

Ena molekula kolagena tipa I: M=285 kDa, dolZina preko 3000 A, premer 14 A

Neobiajna aminokislinska sestava:
33% Gly, 22% Pro, 12% Ala, 5% Glu, 5% Arg, 23% ostale.

Vsebuje 4-hidroksi prolin (Hyp) in 5-hidroksi lizin (Hyl). Posttranslacijske
kemijske spremembe. Katalizira encim prolil hidroksilaza, ki potrebuje C-vitamin
(pomanjkanje C-vitamina ne omogoc¢a tvorbo fibril- lezije koze, slabo celjenje
ran). Omogoca stabilnost kolagena, tvorba ve¢ H-vezi z vodo.

Kovalentno pripeti ogljikovi hidrati (0.4-12% m:m). Glu, Gal in njuni disaharidi
pripeti na Hyl.

958

‘Pro- Arg “pro - [EEH Ser — Ala
Ser Lys — Asp Leu — Asn
Leu EEEOS
Pro— Arg Arg

~Pro— Ala TPro—

EETOS - EEIDS

Ponavljajo¢o zaporedje

Gly-X-Y

(npr. pri govejem a1(1) kolagenu 1011 od 1042 ostankov)
X dostikrat Pro

Y dostikrat Hyp
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galaktoza

5- hidroksilizinski
ostanek

H OH

glukoza

poliprolinski Il
heliks

3 ostanki/zavoj
9.4 A/zavoj

kolagenski
heliks

3.3 ostanki/zavoj
10 A/zavoj

kolagenski trojni
heliks

10 Gly-X-Y enot/
zavoj

86.1 A/zavoj

Vsak tretji ostanek
se znajde v
notranjosti heliksa,
samo Gly je lahko
tesno spakiran

osteogenesis
imperfecta
mutacije, ki
spremenijo tesno
pakiranje in strukturo
kolagena.
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Collagen molecule Z{RCRENORIRNES

Packing of molecules

RS 2IERE 20T
S ROREREE 2OROEREE 20RO
T IO IO 200

Hole zone : ! : Overlap zone

Arhitektura fibril odvisna od tkiva:

kite paralelna

koza plasti fibril v razli¢nih smereh

hrustanec ni toéno doloene namestitve

rozenica planarne plasti names¢ene
navzkrizno (nizko sipanje)

Tekom let se zviSuje navzkrizna
povezanost verig

680 A
premer 100-2000 A

FIBROIN
Iz B-nagubane ravnine
Ponavlja se zaporedje Gly-Ala/Ser-Gly-Ala/Ser....

V B-nagubani ravnini alternirata Gly na eni strani ter Ser
in Ala na drugi strani ravnine

To omogoca tesno pakiranje ostankov iste vrste iz ene
in druge B-plosce
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WOLLEP $OU PO
ME & FAVOR?

WOULDP w0OU BRING

ME & LAPPER? ['M

OUT OF THIS WEB
STUFF

SPIDROIN

AGR---GGQGAGAARRAA-GGAGQGGYGGLGSQG
AGRGGLGGQGAGRARRAAAGGAGQGGYGGLGNQG
AGR---GGQ--GAAAAAA-GGAGQGGYGGLGSQG
AGRGGLGGQ-AGAAARAR-GGAGQGGYGGLGGQG
————————————————————— AGQGGYGGLGSQG
AGRGGLGGQGAGAAARAAAGGAGD---GGLGGQG
======AGQOGAGASAAAA-GGAGQOGGYGGLGESQG
=GGEGAGAAARRA-GGAGQGGYGGLGGQG
******** e mm - === - =--AGQGGYGGLGSQG
AGRGGLGGQGAGAAAA---GGAGQ---GGLGGQG
------ AGQGAGARAAAA-GGAGQGGYGGLGSQE
AGRGGLGGQGAGAVAARAAGGAGQGGYGGLGSQG
AGR-~--GGQGAGAARAAAA-GGAGQRGYGGLGNQG
AGRGGLGGQGAGAARAAAAGGAGQGGYGGLGNQG
AGR---GGQ GARARA--GGAGQGGYGGLGSQG
-GGQGAGAARARAA-VGAGQEGIR---GQG
-------------------- AGQGGYGGLGSQG
SGRGGLGGQGAGAAAAAA-GGAGQ---CGLGGQRG
~~~~~~ AGQGAGAAAAAA-GGVRQGGYGGLGSQG
AGR---GGQGAGAAAMAML-GCAGQCGGYGGLEGOSG
VGRGGLGGQGAGAAAA---GGAGQGGYGGV-GSG
---------- ASAASAAAASRLSS .

a. poly-Ala

T T ? [ W )
l l leﬁo"o

e
fiber axis

silk line

hard crystals and
spring-like chains
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GLOBULARNI PROTEINI

Znacilnosti

» Vecina polarnih ostankov na povrsini
molekule v interakciji s topilom (vodo)

» Vecina nepolarnih ostankov v notranjosti
molekule — hidrofobne interakcije *@%k 5

» Pakiranje ostankov je tesno

* Razmerje med volumnom ostankov in
totalnim volumnom molekule je 0.72 do 0.77,
obstajajo prazni prostorcki znotraj molekule

* VCasih v notranjosti nekaj molekul vode

GLOBULARNI PROTEINI- razlicni razredi
ALFA BETA

E. coli

i Cloveski imunoglobinsko retinol
C|tokro‘r’n bsex  rastni zvitje vezavni
MESANO hormon protein
triozefosfat adenilat
izomeraza kinaza
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PROTEINSKE DOMENE

Domena (modul, obmocje)
— zaokrozena proteinska
struktura, ki se lahko
ponavlja v enem ali
razlicnih proteinih

Mnogo proteinov je
sestavljenih iz ene

ali ve€ domen

Uporaba domen je
doloCena gensko

Yy < r‘f/‘\‘

| S ARRRRR R R

J P g —‘
:\ " /\ |
@ @ ==
® L fg
T @
E =1
Factor )

AN
@)
Ry
L o
®@ ©
=
Factor VII, F X A Clr, 2, E Twitch
IX, X and f B
proicin 8

[©)
er /7\
H 2 &
. e
g 8 ¢ &
) @ =
e @ e [ g

(0 o O 1

Sheme
proteinov, Ki
vsebujejo
vec razliénih
domen

ELAM-1 N-CAM NGF recepto 112 recepior PDGF recepuor
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VEZAVA KISIKA NA MIOGLOBIN IN HEMOGLOBIN

http://www.scripps.edu/pub/goodsell/

Mb+0O, <> MbO, Vezavakisika na mioglobin

K= [Mb][O,])/[MbO,] disociacijska konstanta

YO,=[MbO,J/([Mb]+[MbO,]) i?ssilfgrin%t vezavnih mest s

YO,=[0,)/(K+[O,])

YO,=pO,/(K+pO,) koncentracijo kisika izrazimo
s parcialnim tlakom kisika

YO,=pO,/(pso*+pO,)

Pso koncentracija kisika pri
kateri je zasedenih 50%
Hillov koeficient vezavnih mest

Y/(Y-1)=pO,/pso

log(Y/(Y-1))=logpO,-logps,
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Hiperboli€na oz. sigmoidna vezava O, na Mb oz. Hb

delujoca mirujoca
misica misica
100 :
b ] ——

80

60

40

20

procent nasiéenja

60 80 100 120

parcialni tlak kisika (pO, mm Hg)

Hillov graf

mioglobin
n=1
log(Y/(Y-1))
hemoglobin
n=2.8
logpO,
log(Y/(Y-1))=n"logpOy-logps;  pomen

n= Hillov koeficient

n=1 nekooperativno
n>1 pozitivha kooperativnost
n<1 negativnha kooperativnost

pri n=1 se mora pO2 spremeniti 81 x da
zasedemo 90% mest iz 10% zacetno
zasedenih

pri n=2.8 se mora pO2 spremeniti samo za
4.8 x
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FIZIOLOSKI POMEN

Hb mora vezati O, v pljucih

Hb mora sprostiti O, in ga oddati v kapilarah

To omogoc€a kombinacija sigmoidne in hiperbolicne
vezavne krivulje Hb oz. Mb!

Ko se prva molekula O, veze na Fe?* v hemu, se
premakne v ravnino hema (porfirinskega obroca)
Posledica: serija konformacijskih sprememb, ki se
prenesejo na sosednje podenote

Afiniteta sosednjih podenot za kisik se poveca - pozitivha
kooperativnost

HEMOGLOBIN, MIOGLOBIN
primer pozitivhe kooperativnosti in alosterije

Hemoglobin (Hb) in mioglobin (Mb) prenasata in
hranita molekulski kisik O,

Mioglobin (Mb): 153 ostankov, 17,200 Da;
Hemoglobin (Hb): 2 a-podenoti (141 ostankov),
2 B-podenoti (146 ostankov)

Mioglobin: monomeren, vezavna krivulja za O,
hiperbolicna

Hemoglobin: tetrameren, vezavna krivulja za O,
sigmoidna
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ALPHA -0 By +RME ([ 38
BETA n¢ N- RILI# 37
MYOGLOBIN -UGUEDG HQLL R D15 Gle B TARLE A 38

ALFPHA
BETA
MYOGLOBIN

K P
0 E
LER5D

ALPHA
BETA K

MYOGLOBIN KEKGHHE

ALPHA L3
BETA FG

MYOGLOBIN QSKHEG

3D zgradba izredno

DLSH G -Eak 71
GFle L) 4D NERyga 76
K Do #:38) e LK) HGEY Yee 77
nalls - void 110
GTEFA it GN 115
IKPIER s Sz T A H P YK YLE 1 116

rSEBRSL &S dmm——- 142
R You LN H------ 147
GADAGH; L MAPELFRKD; ELGFQG 154

ohranjena, kljub temu, da je samo 18%

ustreznih ostankov identi¢nih med vsemi tremi proteini!

mioglobin

8 heliksova (oznaceni A-H)

hemoglobin
adultni 2a in 23 podenoti

*7 heliksova (oznaceni A-G)

* a1-B1 (a2-B2) kontakti vklju€ujejo 35 ostankov
al1-2 (a2-B1) 19 ostankov

*hidrofobne interakcije, H-vezi, ionski pari

*med a1-a2 in B1-B2 malo kontaktov, bolj polarni,
kanal med obema podenotama
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Pirolovi obroci

H,C
H;C \\CH
Fe(ll) \
HsC ChHy
=CH

c

H
Com.
-

HD/ 0]
0=—C CHs
OH
protoporfirin IX hem

Hb in Mb vsebujeta hem

vsebujeta hem- porfirinski obroC z zelezom (deoksi Hb)

Fe je Fe?* (fero zelezo) — veze kisik (oksi Hb), CO, NO, H,S
oksidacija v Fe3* (feri Zelezo) —ne veze kisika (met Hb)

O, se veze kot Sesti ligand na Fe?*

Met Hb v posusSeni krvi in starem

N
\[ \> His F8 mesu.
N V eritrocitih met Hb reduktaza

pretvori met Hb nazaj v obliko, ki
vsebuje Fe(ll).

ravnina hema
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Proksimalni His ~

His58

Distalni His
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SPREMEMBA KVARTARNE STRUKTURE

+ Ce kristali deoksi-Hb izpostavljeni O,, se spremenijo-
strukturna sprememba
* en par aff se premakne glede na drugega za 15°
* razlog- premik Fe?* za 0.039 nm, ko je vezan O,
deoksi Hb »in oksi Hb

. //;Q 3
P =
JA i L
[ NG
I ==

T stanje ("tense") R stanje ("relaxed")

ALOSTERICNE SPREMEMBE "skozi prostor"

vezava O2

' proksimalni
histidi v

| heliksu F8
| hem
Li%f{v 'E:,‘FP&‘;H-‘-F ! o) 1
\ / J
0, porfirin

vezava O, spremeni konformacijo

brez vezanega O, je Fe?* izven ravnine hema
vezava O, potegne Fe?* v ravnino hema

Fe2* potegne His F8 s seboj

F-heliks se med vezavo O, premakne
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n
b

Asp99

Thr3s

Thr4l

Pride do 6A premika med

Prodd L g a1-B2 vmesnimi
povrsinami.

V obeh konformacijah se

oblika povrSine obeh

podenot lepo ujema.

Asp GL (99) 4
O el ¢
Tyr €7 3
HEFGAC) B .,
Pro CD2 { ProCD2 24
i T State (deoxy) b R State (oxy)

KOOPERATIVNOST ZA VEZAVO KISIKA JE POSLEDICA T->R

KONFORMACIJSKE SPREMEMBE

Vezava kisika zahteva celo serijo koordiniranih sprememb:

1.

2.

3.

4.

Fe(ll) katerekoli podenote ne more v ravnino hema brez reorientacije
proksimalnega His.

Proksimalno His je tesno spakiran z drugimi ostanki in se ne more reorientirati, ¢e
ne pride do premika heliksa F.

Premik heliksa F je mozen samo ob hkratnem kvartarnem premiku na povrsini
med a1 in B2 podenotami.

Nefleksibilnost a.1-B1 in a2-B2 vmesnih povrsin zahteva, da do spremembe v
kvartarni zgradbi pride simultano na obeh povrsinah a1-f2 in a2-p1.

Nobena podenota ali dimer ne more spremeniti konformacije neodvisno od drugih
podenot. Hb molekula je lahko samo v dveh oblikah, Rin T.

V T stanju je dokler ne pride, ob zadostni koncentraciji kisika, do vezave na Fe(ll).
Potem pride do konformacijskih sprememb v podenotah, ne glede na to ali je ligand
vezan ali ne. Zdaj je afiniteta ostalih podenot do kisika vecja.
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Bohr-ov efekt (vpliv O, in H*)

stekmovanje med O, in H* za vezavo na Hb
*odkritje Christian Bohr
spomembne fizioloSke posledice !

Ob vezavi O, pri fizioloSkih pogojih pride do sprostitve protonov (ker
pride do sprememb pKa nekaterih stranskih skupin zaradi alosteri¢nih
sprememb)

Hb(O,).H, + O, == HB(O,),,y + xH*

Nizanje pH niza afiniteto do kisika
Visanje pH viSa afiniteto do kisika

100

\ \\\\

-1}
<

Y
(=)

procent nasi¢enja

20

100 120 140
parcialni tlak kisika (pO, mm Hg)
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Bohr-ov efekt (vpliv CO, in 2,3-BFG)
Ogljikov dioksid zmanjSa vezavo Kisika

* hidracija CO, v tkivih in ekstremitetah zniza pH (vec
protonov !)

H,0 + CO, = H*+HCO;

* H* se veZe na Hb, ko disociira O,
* v plju¢ih obraten proces!

2,3-bifosfoglicerat (BFG) alostericni efektor Hb

+ 2,3-BFG je intermediat v glikolizi

» v odsotnosti 2,3-BPG ima Hb visjo afiniteto do O,

+ 2,3-BPG se vezZe na deoksi Hb z visoko afiniteto

* veZe se na mesto, razlicno od vezavnega za O, v
razmerju 1: 1 alostericni efektor

2,3-bifosfoglicerat

Vpliv 2,3-BFG in CO, o
- b
% ‘/n sionske interakcije yd
(l’ sveze se v centralno
HC — OPO,*~ votlino med B podenoti 80

sstabilizira T konformacijo-

I
H,C— OPO,*"
2 i povezovalec  podenot

Hb+BPG
HB+CO,+BPG

=3
<

celotna kri

procent nasi¢enja
-
=

20

0
20 40 60

hem, hem  Parcialni tlak kisika (pO, mm Hg)
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ALPHAL
ALPHA2 A
THETA | Q SKVALSEAY|
GAMMA SINGGE 1jL ERLEVVAYPIiTQREFDISFENESSISSAIMENPK Y K AHGKK\Y EISILEDA 1
BETA A

EPSILON
DELTA
MYOGLOBIN

ALPHA1
ALPHA2
THETA
GAMMA
BETA
EPSILON
DELTA
MYOGLOBIN

Hemoglobin se pojavlja v ve¢ oblikah |

odrasli HbA, o,B,
odrasli HbA, 01505
fetalni HbF 0lyYo
embrionalni Hb Gower-1 €oey
embrionalni Hb Portland EoYo

i

JEVCCEAL GRL[BVAAYPINTOREFISSFCDLSTHNAVMENPKY K AHGKKV EIGAZSD(el AHEDNLEK(cqy
[SEPNGCEAL GRL[BVAVAY P TOREFINSFENLESS[ZSATLENPKY K AHGKKY LS EEDA 1 OYMDNEK(A]

Fetalni HbF

*manjsa afiniteta za 2,3-BPG, zato vedja za kisik (ima zamenjane
aminokisline, ki sodelujejo pri vezavi 2,3-BPG)
*HbF lahko sprejema O, od matere

100 Hb F

o
=]

HbF - fetalni
HbA - adultni

procent nasi¢enja
N >
= (=]

20

20 40 60 80
parcialni tlak kisika (pO, mm Hg)

100
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Hemoglobin se pojavlja v ve€ oblikah Il

mutacije v populaciji, ki lahko spremenijo (ali pa ne) lastnosti Hb

Mutiran Hb Mutacija Efekt

averiga

Bibba Leu136Pro Nestabilnost. Pro razbije heliks.

Mgoston His58Tyr Methemoglobinemia, cianoza. Stabiliziran Fe(lll)
kompleks

Bveriga

Hammersmith Phe42Ser V notranjosti. Nastane votlinica, ki dopusti vdor vode —
sprostitev hema

E Glu26Lys Na povrsini, druga najbolj pogosta mutacija v populaciji
(do 10%). Ni klini¢nih manifestacij.

S Glu6bVal Polimerizacija v fibrile, deformacija eritrocitov-
srpastoceli¢na anemija

Yakima Asp99His Ostanek med podenotami. Stabilizirana T oblika,

zviSana afiniteta do kisika, brez kooperativnosti.
Sprostijo manj kisika kot normalni Hb. To kompenzirajo
z vecjo koli¢ino eritrocitov v krvi- policitemija
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Boston
Tyr ET
His ET
E Helix
Hb G Helix
Milwaukee
His F8

G

o Subunit

Glu E11

B Subunit

Helix

Hba

Hb Boston

’Hus F8

F Helix

E Helix

METHEMOGLOBINEMIJA

Mutacija, ki stabilizira hem v
Fe(lll) obliki. Modrikasta koza
zaradi cianoze (deoksi Hb v
krvi).

Mutacija distalnega His v Tyr-
nastane Fe(lll) kompleks
koordiniran s fenolatnim
ionom, ki zamenja proksimalni
histidin kot apikalni ligand.

Mutacija Val62 v Glu tvori
ionski par s Fe(lll)
kompleksom.

Kompleks je tako stabiliziran,
da ga methemoglobin
reduktaza ne more spremeniti
v Fe(ll).
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