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Anotace

Bakalai'ska prace se zabyva teoretickou resersi K problematice protein foldingu
S dirazem na mechanismus proteosyntézy a vzniku sekundarni a tercidrni struktury.
Dale byly v praci zminény moznosti studia a predikce skladani proteint. V zavéru byl
zminén mechanismus obrany bunky pfed chybnym slozenim a ptipadné patologie,

pokud tento mechanismus selze.
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Annotation

This bachelor‘s thesis deals with a theoretical research of protein folding
problem. Primary focus is on a mechanism of proteosynthesis and a formation of
secondary and tertiary structure. There are also mentioned possibilities of study and
prediction of protein folding. The mechanism of a cell defence and misfolded protein

pathologies were mentioned in the conclusion.
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1 Uvod

Proteiny patii spolu s lipidy a sacharidy mezi zakladni slozky vSech zivych
organismu. Jsou to makromolekularni latky a tcastni se vétSiny chemickych pochodu
Vv téle. I drobna nerovnovaha muze zapfticinit kolaps celého systému. Lidsky proteom,
na rozdil od genomu, jesté stdle nebyl popsan, ale jiz ted’ se odhaduje, Ze by pocet
proteinit mohl dosahnout 1 desetimistnych ¢isel. Neustale jsou objevovany nové funkce
proteinil, fyziologické 1 patologické, a vkazdém piipadé je kliCovou roli jejich

struktura.

Skladani proteinti je komplikovany proces, ktery stdle neni zcela objasnén.
Retézec aminokyselin, ktery tvoii primarni strukturu, je skladan do konformaci vyssich
urovni, do sekundarni, terciarni, piipadné kvartérni struktury. Bez spravného sloZeni
neni protein funkéni a mulZe dochazet K onemocnénim, jako jsou napiiklad
neurodegenerativni poruchy. Prvni pokusy pro objasnéni protein foldingu byly
Vv poloviné 20. stoleti diky rozvoji védy, a predevsim metod rentgenové krystalografie a
NMR spektroskopie. Prvnim proteinem s popsanou strukturou byl myoglobin a za tento
objev byla autoraim Maxu Perutztovi a Johnu Kendrewovi udélena roku 1962 Nobelova
cena za chemii. S nastupem pocita¢l, a predevS§im internetu se oteviely nové moznosti
studia skladani proteini v ramci bioinformatiky, kdy se vychazi z dat vySe zminénych

metod a je mozZno i predikovat strukturu bez ptedchoziho méfeni.
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2 Syntéza proteinu

Syntéza proteinu vychazi z genetického koédu a jedna se o energeticky
nejnaro¢néjsi proces v bunce. Spravna vyroba samotného proteinu je klicovym prvkem
pro jeho spravnou funkcnost. Cely proces piepisu informace z genu a jeho piekladu do
pofadi aminokyselin je popisovan jako centrdlni dogma molekularni biologie. Tento
pojem poprvé pouzil roku 1958 britsky biolog Francis Crick, ktery spolu s Jamesem
Watsonem poprve popsal strukturu DNA na zdkladé dat z rentgenové krystalografie. Za
objev dvousroubovice ziskali oba v roce 1953 Nobelovu cenu za fyziologii a 1ékafstvi.
Centralni dogma dle jeho slov ptedstavovalo tvrzeni, ze ptenos informace z nukleové
kyseliny do nukleové kyseliny nebo do proteinu je mozny, ale pfenos informace
Z proteinu do proteinu ¢i nukleové kyseliny mozny neni. Dogma bylo chapdno jako
pienos informaci nasledovné: DNA — DNA, DNA — RNA, RNA — protein. Bylo mu
vytknuto, Ze podle jeho definice by ptfenos mohl probihat 1 z RNA do DNA, coz bylo
tehdy kontroverzni, protoze objev enzymu reverzni transkriptazy a procesu reverzni

transkripce u retrovirti byl popsan az v roce 1970. [1- 4]

2.1 Aminokyseliny

Proteiny jsou polymery, jejichz zakladni stavebni jednotkou jsou aminokyseliny.
Obecn¢ se jedna o organické latky, které¢ ve své struktuie obsahuji funkcni
karboxylovou (-COOH) a aminovou skupinu (-NHy). Obecna struktura
L-a-aminokyseliny je znazornéna na obr. ¢. 1. V eukaryotech se vyskytuje celkem 21
proteinogennich geneticky kodovanych a-aminokyselin (dale jen aminokyselin).
Jednadvacatou aminokyselinou je selenocystein. Ten byl do této skupiny zafazen Vv roce

1988. Strukturné je podobny cysteinu, ale sira je zde nahrazena selenem. [1, 2]

COO™

+ |
NH, —1|:[,—H

H

Obrazek 1: Obecna struktura L-a-aminokyseliny (ptevzato z [1])

Vlastnosti jednotlivych aminokyselin se li§i v zavislosti na postrannim fetézci.

Kromé glycinu jsou na C, vazany 4 rGzné substituenty, coz oznacuje chiralitu uhliku.
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Diky nému existuji 2 enantiomery pro kazdou aminokyselinu, L a D dle stacivosti

polarizovaného svétla. V savc¢ich proteinech se vyskytuje pouze L forma. [1, 2]

V genetickém kodu je zapsan alespon jeden kodon (triplet, tii po sobé jdouci
nukleotidy mRNA) pro kazdou z téchto aminokyselin (viz obr. ¢. 2). Selenocystein je
kodovan UGA kodonem. [1, 2]

U C A G
Uuu ucu UAU] uGgu|. U
y uuc Phe  yee s UAC] T gec)® ¢
UUA Le UCA UAA St UGA Stop A
vuG, ™t ucG vacl”™  ucc T G
Cuu CCU C.AU'Hiq CGU ]
¢ Cuc, =~ CCC,  CAC| cGC C
CUA CCA CAA| . ~ CGA’ & A
[ - [ CAL ! [ s
5" Base 3" Base
AUU ACU AAU, AGU],. U
A AUC|Le ACC ., AAC| AGC C
AUA ACA Al AGA|, A
AUG Met ACG aac)™? acG) ™ G
GUU GCU GAU| Asp GGU U
GUC GCC GAC, GGC C
G cua¥  gea® Gaa c  GGA Gly 4
GUG GCG GAG GGG G

Obrazek 2: Kodony a jimi kodované aminokyseliny (pievzato z [1])

2.2 Transkripce

Transkripce, piepis, je proces syntézy fetézce RNA dle templatu DNA podle
Watson-Crickovych pravidel parovani bazi. Jedna se o enzymaticky proces rozdéleny
do tii fazi: iniciace, elongace a terminace. Cela transkripce se odehrava v jadie
burky. [1, 2]

Pii inicia¢ni fazi se méni oblast chromatinu obsahujici promotor (sekvence DNA
obsahujici informace o startu transkripce) tak, aby byl pfistupny pro dalsi transkripcni
faktory. To je docileno napf. modifikaci histoni ¢i pomoci chromatinovych
remodelac¢nich faktord. Jednou z nejvice prostudovanych sekvenci v promotorové
oblasti je tzv. TATA-box. Tato sedmi nukleotidova sekvence na sebe vaze TATA

vazebny protein, ktery je soucasti transkripcniho faktoru TFIID (Trancriptional Factor
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Il D). Vznikly komplex je rozpoznavan RNA polymerazou II, ktera se vaze a vznika

.....

RNA polymerdza poté rozvine dvousroubovici DNA v délce priblizné
14 nukleotidli v oblasti zacatku transkripce a za¢ne syntetizovat vlakno RNA ve sméru
5‘—3¢. Transkripty krat$i 9 nukleotidd jsou uvolnény a spolu s dal§imi mechanismy je
enzym posunut z oblasti promotoru. V této fazi se syntetizuje jiz vlakno delsi a

transkripce prechazi do bodu elongace. [2]

Proces elongace (viz obr. ¢. 3) popisuje syntézu pre-mRNA dle komplementarity
bazi, kdy se polymeraza posunuje po vlaknu DNA ve sméru 3°—5°. Jakmile transkript
dosdhne velikosti pfiblizné¢ 25 nukleotidl, dosud neaktivni C-koncovd doména
polymerazy je fosforylovana. Tato reakce vyvola odezvu komplexu cepickovacich
(cappping) enzymd, kdy na 5°-konci RNA dojde k odstranéni fosfatové skupiny, adici
guanosinmonofosfatu a nasledné¢ methylaci. Vysledkem je tzv. 5°-Cepicka, kterd chrani
konec vlakna pted moznou destrukci. Dale se aktivuje sestiihovy (splicing) komplex,
kdy se ze syntetizovaného vladkna odstrafuji nekodujici sekvence. Nékdy se vySe
zminéné procesy nazyvaji jako post-transkripni nebo ko-transkripéni. [6] Soucasti
transkripce je 1 proofreading, ktery kontroluje spravnost potradi nukleotidti, ale neni tak

ucinny jako pii replikaci DNA, proto je syntéza zatizena vétsi chybou. [1, 5]

Polymerase
movement

Nucleotide being added
to the 3’ end of the RNA

RNA-DNA
hybrid region

Obriazek 3: Zjednodusené schéma elongace transkripce (pfevzato a upraveno z [7])

Posledni fazi je terminace, kdy se transkripéni komplex rozpusti, na vznikly

3‘-konec se ptida tzv. poly(A) konec a nasyntetizovana mRNA opousti jadro. [2]
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2.3 Translace

Translace oznacuje samotnou biosyntézu proteintl, ktera probiha na ribozomech.
Podobné¢ jako transkripce se da také rozdélit na fazi iniciace, elongace a terminace. [1,

2]

Béhem iniciace se tvofi ternarni komplex slozeny z malé ribozomalni

podjednotky, mRNA a inicia¢ni transferové RNA s aminokyselinou methioninem.

.....
.....

.....

komplex je jiz schopny syntézy polypeptidu. [1, 2]

Ribozom je funkéné rozdélen na tfi oblasti. Inicia¢ni met-tRNA je umistén
Vv peptidylové oblasti P, aminoacylova-tRNA, kterou koduje nasledujici kodon mRNA
je navazana v aminoacylové oblasti A. Aminokyseliny se tedy nachazeji v tésné
aminokyselinu, vznikne peptidickd vazba mezi karbonylovou skupinou methioninu a
a-aminoskupinou nasledujici kyseliny (viz obr. ¢. 4). Proteosyntéza tedy probiha ve
sméru od N-konce k C-konci. [1, 2]

O @) O R
.S .S OH
NH,, NH, o)

NH,

Obrazek 4: Reakéni schéma vzniku peptidické vazby

Akceptorova cast deacylované tRNA je naklonéna do exitové oblasti E.
Translokaza posune tRNA sdipeptidem z mista A do mista P za hydrolyzy
guanosintrifosfatu (GTP), tim se deacylovana tRNA piesune do oblasti E (viz obr. ¢. 5).
Do akceptorové oblasti je pomoci eEF1a-GTP navazana podle kodon-antikodon
interakce dalsi tRNA s aminokyselinou, deacylovana tRNA z E oblasti je uvolnéna a
cyklus se opakuje. [9] Poradi aminokyselin urcuje primarni strukturu proteinu. Celého

mechanismu se Uc¢astni nékolik elongacnich faktorli, pfi¢emz nékteré z nich zastavaji
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Vv bunice i jiné nez translacni funkce. Podjednotka Al vySe zminéného elongacniho
faktoru eEFla se vedle translace ucastni jesté pii embryogenezi, starnuti, onkogennich
transformacich, bunétné proliferaci, apoptoze, organizaci cytoskeletu a degradaci
proteinti. U onkogennich onemocnéni byva podobné jako u eEFla zvysena i hladina

elongac¢niho faktoru 2 (eEF2). [2, 10]

Obrazek 5: Schéma funkénich oblasti ribozomu (ptevzato a upraveno z [1])

Terminace vyzaduje pfitomnost stop kodonu v A oblasti ribozomu. To
podnécuje navazani uvolinovaciho faktoru eRF1 a deacylovana tRNA z E oblasti se
uvolni. Peptidyl transferdza, kterd v tomto piipad¢ figuruje jako hydrolaza, rozstépi
esterovou vazbu tRNA s polypeptidem. Ribozom se disociuje zpét do podjednotek,

které jsou pfipraveny pro dalsi syntézu. [1, 2]

Béhem 1 po proteosyntéze mize dochazet k dalSim modifikacim
polypeptidového fetézce vramci ko- ¢i posttranslacnich uprav. [1] Dosud bylo
zaznamenano vice nez 200 riznych typa posttransla¢nich modifikaci (PTM) od malych
chemickych uprav, jako je fosforylace nebo acetylace, az po premény celych proteint,
jako je naptiklad ubikvitinace, kdy se na protein pomoci enzymt navaze ubikvitin za
ucelem degradace proteinu. Podobné destruktivni jako ubikvitinace je proteolyza, kdy
dochazi k rozstépeni peptidické vazby. Mezi dalsi PTM patti glykosylace, acylace,
Z nichZ nejbéznéjsi je myristoylace a palmitoylace, a prenylace. Glykosylace je jednou

Z nejcastéjSich PTM a byly zaznamenany piipady, kdy spolu s fosforylaci tvofi uréitou
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formu regula¢niho mechanismu, ptepinace. Pti prenylaci se na cystein v oblasti C-konce
proteinu kovalentné navaze polyisoprenni lipid (napf. farnesyl nebo geranylgeranyl, viz
obr. ¢. 6). Chybna prenylace Ras a Rab proteinti byva spojena s infekénimi a dédi¢nymi

onemocnénimi a rakovinou. [11, 12]

/\/\/\ \)\ //A\-»

> /V\}:;,/ .-\"\—//Lts//\'"‘*"//A\\V/,/\OPP
H H
e} e}

Protein farnesyltransferase

N PN '::l/‘/\\\_//L:}-Z;// \‘\.//hkb-/;\o PP
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Obrazek 6: Reakéni schéma prenylace (pievzato z [13])
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3 Struktura proteinu

Bézné délime strukturu proteinu do Ctyf Grovni, vedle jiz zminéné primarni je to
dale sekundarni, terciarni a kvartérni. [14]
3.1 Primarni struktura

Pro kazdy protein je charakteristickd primarni struktura, ta urcuje jeho vlastnosti
a obsahuje veSkeré informace potiebné pro usporadani vyssiho tadu. [15] Jeden

z prvnich proteinti, u kterého byla primarni struktura popsana, byl insulin. [16]

Aminokyseliny jsou spojeny kovalentni peptidickou vazbou. Ta ma diky
rezonanci ¢asteCné charakter dvojné vazby, je planarni a atomy nemohou voln¢ rotovat.
Zpravidla se tak vyskytuji dvé konformace, cis a trans, které se li§i vazebnym thlem ®

(viz obr. ¢. 7). [14]
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Obrazek 7: Cis a trans konformace peptidické vazby (pievzato z [14])

3.2 Sekundarni struktura

Polypeptidovy fetézec proteinu je zhruba z 60 % uspofaddn do kratkych
pravidelnych struktur, a sice do Sroubovice (a-helix) a skladaného listu (B-skladany
list). Zbytek fetézce je sloZzen z nahodilych spirdl a otocek, tedy neuspotadanych
struktur. [17]

Na rozdil od struktury priméarni, se vzniku sekundarni struktury uc€astni
nekovalentni vazby, konkrétné vodikové mistky mezi atomem vodiku amidové skupiny

a atomem kysliku v karbonylové skupiné hlavniho fetézce (viz obr. ¢. 8). [18]
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Obrazek 8: Vznik vodikového muastku

3.2.1 a-Helix

a-Helixy patfi mezi nejbéznéj$i formu sekundarni struktury. Jedna se o
pravotoCivou Sroubovici, kdy kazda otacka obsahuje 3,6 aminokyselinovych zbytkda,
rotace 100° na jedno reziduum, a vyska zavitu je 5,4 A (cca 0,54 nm mezi jednotlivymi
zbytky). Vodikové vazby se vyskytuji v pravidelném vzoru, kdy se kazda —N—H
skupina vaze s —C=0 skupinou aminokyseliny o 4 rezidua nize. Vedle thlu peptidické
vazby o, se V polypeptidu jesté vyskytuji dalsi dva typy, uhel ® rotace vazby Co—N a
uhel W rotace vazby Ca—C*. Pro a-helix je ®@ rovno pfiblizné -60° a ¥ -50°. Kombinace

téchto thli popisuje Ramachadrantiv diagram. [14, 18]

V a-helix struktufe je pozorovan silny dip6l moment, makrodipol, ktery vznika

kumulativnim efektem jednotlivych peptidovych dipola. [18]

3.2.2 B-Skladany list

Druhou nejcastéjsi formou sekundarni struktury je B-skladany list. Je tvofen
zZdvou a vice aminokyselinovych fetézcti spojenych vodikovymi mistky, piicemz
samotné Fetézce stabilni nejsou. Pokud jsou polypeptidy orientované ve stejném sméru,
jedna se o paralelni uspofadani (® = -119°, ¥ = 113°), pokud v navzajem opa¢ném
sméru, mluvime o antiparalelnim (® = -139°, ¥ = 135°). B-Skladany list mize byt
tvofen Cisté paralelné, antiparalelné nebo i kombinaci obou uspofadani, kdy tento
smiSeny typ obsahuje zpravidla 3-15 fetézch. Tento typ sekunddrniho uspotadani se
Casto vyskytuje V nerozpustnych strukturnich proteinech. Porovnani o-helix a

B-skladaného listu s vyznacenymi vodikovymi mustky je na obr. ¢. 9. [14, 16, 19]
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Obrazek 9: Porovnani a-helix a g-skladaného listu (pfevzato z [20])

3.2.3 Otocky, smycky, vyduté

OtocCky, smyCky a vyduté nepatii zcela mezi sekundarni strukturu, neb se

3.3 Terciarni struktura

vodikové vazby nevyskytuji v pravidelnych vzorech a nejde o repetitivni fetézce. Jsou
to prvky, které se podileji na tvorbé tzv. proteinovych strukturnich motivli, nekdy
oznacovanych jako supersekundarni struktura, coz by se dalo oznacit jako pfechod mezi

sekundarni a terciarni strukturou. Mezi nejznaméjsi motivy patii zejména B-vlasenka

nebo helix-smyc¢ka-helix. [14, 21, 22]

Dalsi trovni skladby proteinu je jeho terciarni struktura, kdy polypeptidovy
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fetézec dostane trojrozmérnou podobu. Tvoii se spontdnné a je stabilizovana
interakcemi postrannich fetézcl a disulfidickymi mistky. V rozpustnych proteinech se
hydrofobni postranni fetézce nachazi v jadru proteinu a hydrofilni fetézce, které dokazi
s molekulami vody tvofit vodikové mustky, jsou orientovany vné. [23, 24]
Nejstabiln¢jsi struktura se nazyva nativni konformace proteinu. Existuji ¢tyfi hlavni
interakce postrannich fetézcii, které tuto nativni strukturu stabilizuji. Nejvétsi vliv maji
hydrofobni interakce, kdy se aminokyseliny orientuji podle svého vztahu k vodé. Mezi

dal$i interakce determinujici terciarni strukturu patii Van der Waalsovy sily,



elektrostatické (iontové) vazby a vodikové mustky mezi polarnimi skupinami fetézcu.

[23]

Terciarni struktura velkych proteint se ¢asto dale d¢li na domény, globularni a
fibrilarni. Tyto oblasti jsou zpravidla odlisné od zbytku proteinu strukturné, funkéné ¢i
oboji, av8ak jsou stale spojeny polypeptidovym fetézcem. Protein mize obsahovat oba
typy domén. Strukturné to jsou 100-200 aminokyselin dlouhé fetézce, které se

zakomponovavaji jako moduly do dalSich proteint. [17]

3.4 Kvartérni struktura

Kvartérni struktura se skladd ze dvou nebo vice identickych ¢i rozdilnych
polypeptidovych fetézci, podjednotek, které jsou spojeny nekovalentnimi vazbami, tzn.
ne peptidickou vazbou, pticemz nejéastéji se jedna o dimery nebo tetramery. Stejné sily,
které stabilizuji tercidrni strukturu, drzi pohromadé 1 strukturu kvartérni a muzZe

dochazet vlivem vnéjsich podminek k disociaci podjednotek. [23, 25]

Mezi  proteiny  skvartérni  strukturou se fadi  napf.  enzymy
alkoholdehydrogendza, aldolaza nebo fumaraza, dale hormon inzulin nebo
metaloprotein hemoglobin (Hb). Ten se sklada z bilkovinné ¢asti, globinu, a
nebilkovinné c¢asti, hemu. Bilkovinnou ¢ast tvoifi 4 podjednotky, 2 fetézce a a 2
fetézce B (viz obr. ¢. 10). Tyto polypeptidy jsou k molekulam hemu vazany pomoci
aminokyseliny histidinu. Navaze-1i se molekula kysliku na hem, zméni se konformace
okolnich peptidovych fetézcu a nastane tzv. allostericky efekt. Diky této kooperaci jsou

neoxidované molekuly hemu piistupnéjsi pro dalsi kyslik. [26]

Obrazek 10: Kvartérni struktura hemoglobinu (ptevzato z [27])
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4 Skladani proteinii

Aby protein mohl byt spravné biologicky aktivni je esencidlni jeho korektni
sbaleni do 3D struktury. Mechanismus tohoto procesu je predmétem studia jiz témét

60 let, ale stale neni pIné objasnén. [28]

4.1 Kotransla¢né nebo posttranslaéné

Prvni pokusy pro objasnéni skladani sekundarni a terciarni struktury proteinu
byly provedeny koncem 50. let minulého stoleti biochemiky Fredericem Richardsem a
Christianem Anfinsenem, ktefi studovali in vitro enzymatickou aktivitu RNazy A.
Tento enzym vystavili riznym okolnim podminkam (pH, teplota, urea atd.) a sledovali,
jak se méni jeho aktivita. Vysledkem pozorovani bylo, ze pokud se podminky vratili do
puvodnich hodnot a nebyla pierusena disulfidicka vazba, obnovila se 1 aktivita enzymu,
tudiz ke sloZzeni dochazi nezédvisle na biosyntéze, tedy post-translacné. Chybnym
zavérem vSak bylo, Ze se protein béhem reakce kompletné rozvinul a poté slozil
dohromady. Zde je nutné rozeznat pojmy denaturace a rozvinuti proteinu (angl.
unfolding). V tomto ptipadé je protein denaturovan, neaktivni, ale stale mohou byt na
fetézci pritomny oblasti slozené. Navic skladani proteinti je multifaktorovy proces,
takZze nelze zcela aplikovat zavéry pokusu provedenych in vitro na prostfedi in vivo.
[28-30]

Béhem 60. a 70. let byly pozorovany prvni ndznaky toho, ze by skladani mohlo
probihat jiz béhem syntézy proteinu, tedy kotransla¢né. VéEtsSina téchto ranych pokust
zahrnovala izolaci/frakcionaci RNCs (ribosome-bound nascent chain complexes)
pomoci sachar6zového hustotniho gradientu a nésledného stanoveni strukturnich
vlastnosti vznikajiciho polypeptidového fetézce (viz obr. ¢. 11). Kotransla¢ni hypotézu

postupem ¢asu podporovala i dal§i méfeni modernéj$imi metodami. [31]
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Co-translational folding studies
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Obrazek 11: Obecné strategie pro studium kotransla¢niho skladani proteint
(pievzato z [31])

4.2 Skladani na ribozomu

Ribozom, jakoZto vyrobni jednotka proteinii, ma vliv i na jejich slozeni. Tento
fakt je zjevny uz jen z informace, Ze skladani probiha kotranslacné, tedy kdy je
vznikajici fetézec stale k ribozomu pfipoutan. Pfi elongacni fazi proteosyntézy
postupuje fetézec skrz tzv. ribozomalni exitovy tunel. Je to kanal, ktery spojuje misto
samotné syntézy proteinu s vnitinim prostiedim bunky, cytosolem. Jeho délka je zhruba
80 A a sitka osciluje mezi 10 a 20 A. Aby mohl vznikajici polypeptid voln& prochazet
skrz, ma tunel hydrofilni charakter. Jiz v této oblasti mohou vznikat ndznaky sekundarni
struktury ¢i celé strukturni motivy jako napf. zinkovy prst ADR1a (angl. zinc finger),

pro terciarni strukturu je tunel ptili§ uzky. [30, 32- 34]

Do cytosolu nejprve vstupuje N-konec, tedy nejen syntéza, ale i skladani
proteinu za¢ind od tohoto konce. Skladani probiha krokové tak, jak jednotliva rezidua
fetézce opousti ribozom, a trva zhruba stejnou dobu jako biosyntéza. V kazdém

jednotlivém kroku se vznikajici prvky sekundéarni struktury mohou ménit ¢i Uplné
zanikat. [30]
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4.3 Levinthaluv pardox

Vroce 1969 se Cyrus Levinthal, americky molekularni biolog, zaméfil na
otazku, jak si protein dokaze z toho obrovského mnozstvi moznych nativnich struktur
vybrat tu jednu spravnou. Je-1li dan polypeptidovy fetézec o délce 100 aminokyselin, je
miniméalng 21'%° moznych konformaci jednotlivych rezidui. Za ptedpokladu, Ze Fetézec
nemuze meénit svou konformaci rychleji nez za jednu pikosekundu (to je ¢as termalni
vibrace), hledani té jedné spravné by trvalo priblizng 10 let, nékdy uvadéno mozn4 i
10% & 10%°. Jako odpovéd’ Levinthal navrhl, Ze skladani proteinu je ¥izeno pomoci
specifickych cest a tedy Ze nativni struktura proteinu je na konci této cesty nezavisle na

tom, zda se jedna o nejstabilnéjsi strukturu. [35]

Dle dalsich studii a pocitatovych simulaci je pravda pravdépodobné nékde naptil
a kineticky, kdy je sledovan urcity sled reakci. V kazdém piipadé musi byt piekonana

volna energie, ktera oddé€luje nativni strukturu od rozloZeného stavu. [35, 36]

4.4 Hnaci sily protein foldingu

Primarnim impulsem pro sloZeni je tvorba tzv. jadra sloZzeni (angl. folding
nucleus). Je to ¢ast molekuly v pfechodném stavu, ktera se nachazi na vrcholu bariéry
volné energie. Kviili energeticky nevyhodné pozici je tato struktura velmi nestabilni,
tudiz jeji studium je zna¢né komplikované. Po piekonani kritické hodnoty volné energie

pokracuje skladani po energetickém spadu (viz obr. ¢. 12). [37]
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Obrazek 12: Energetické bariéra skladani proteini (pfevzato a upraveno z [38])
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Jednim z mechanismt stabilizace tohoto klicového prvku skladani je hydrofobni
kolaps (viz obr. ¢. 13), kdy se aminokyseliny s hydrofobnim postrannim fetézcem (plna
kolecka) orientuji dovnitt struktury a jsou tak chranény pied stykem s vodnym
prostiedim. Jadro slozeni nemusi odpovidat hydrofobnimu jadru. Folding nucleus se
miize nachazet v podstaté¢ kdekoliv na proteinovém fetézci, jeho pozice ani

mechanismus tvorby zatim neni popsan. [37]

Obrazek 13: Hydrofobni kolaps (pievzato z [39])

Podobné jako dalsi chemické reakce je i skladani proteint ovlivnéno teplotou,

osmotickym tlakem nebo pH.

4.5 Chaperony

Molekularni chaperony (z fr. chaperon, Cesky téz gardedama) jsou proteiny,
které napomahaji pti skladani. Jsou pfitomny jak v prokaryotech, tak v eukaryotech kde

je mozno je nalézt i v organelach jako napt. v mitochondriich ¢i endoplasmatickém

retikulu. [40, 41]

V pieplnéném prostiedi buriky, kde existuje vyssi riziko inter-molekularnich
interakci, které by vedly k natlateni molekul na sebe a tedy vzniku agregatli, probiha
skladani proteinti za asistence chaperont. Ty maji za ukol ptredejit agregaci a zajistit
spravnou funk¢nost proteinu jak nové syntetizovanych, tak i nesloZzenych proteint, které
byly vystaveny stresovym podminkdm, napt. vysoké teploté. N€kdy je mozZno se setkat
S vyrazem protein teplotniho Soku (heat shock protein, hsp), které tvoii podskupinu

chaperont. [40-42]
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Chaperony lze rozdélit do dvou tiid dle zavislosti na adenosintrifosfatu (ATP).
ATP-dependentni chaperony vyuzivaji hydrolyzy ATP jako zdroj energie pii velkych
konformacnich zménéach chaperonu a zajisténi spravného slozeni proteinu. Chaperony
na ATP nezéavislé se vazi na proteiny, u kterych hrozi agregace, a pozdéji je presouva
k ATP-dependentnim chaperonim ke slozeni. Do skupiny chaperoni nezavislych na
ATP se tadi i chaperony, které napomahaji sloZeni proteini pomoci pasivni

interakce. [42, 43]

Skladani proteinti by se dalo rozd¢lit do tii cest: sklddani spontdnni bez asistence
chaperonti, skladani asistované opakujicimi se Hsp70 cykly a skladani pomoci

Hsp70-Hsp90 kaskady. [44]

Pti skladani proteinu bez asistence je vyuzivano piedevS§im hydrofobnich
interakci a skladaji se tak predevSim mensi proteiny jako napi. ribonukledza A. U

vétSich proteint, které se skladdaji touto cestou (napt. luciferdza), je vetsi riziko

v v

vvvvvv

novo, tak pii skladani proteini po teplotnim stresu. Hsp70 fidi skladani pomoci cykla
regulovanych ATP. Afinita Hsp70 k substratu je zvySena hydrolyzou ATP. Poté, co se
uvolni adenosindifosfat, uvolni se i vazba chaperon-substrat a protein se bud’ slozi sam,

nebo se chaperon navaze znovu. [44]

Hsp70-Hsp90 kaskada asistuje pifi skladani predev§im velkych a na slozeni
naro¢nych proteini. Hsp70 se navaze na vznikajici jadro slozeni. Hsp90 umozni
dokonceni tohoto vznikajiciho jadra tak, Ze ptisobi jako pufr. Poté ,pfevezme* od

Hsp70 pomoci hydrolyzy ATP substrat a uvolni ho. [44]
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5 Studium struktury a predikce skladani proteinu

V dnesni dob¢ je vétSina struktur nejbéznéjSich proteini zndma a uloZena
Vv databazich, avSak lidsky proteom se dle védct mize skladat z 10000 az nékolika

miliard rtiznych proteind, takze spousta informaci stale ziistava neznama. [45]
5.1 Studium struktury

5.1.1 Sekvenovani

Priméarni struktura proteinu se ziskava sekvenovanim. Preferované je
sekvenovani genu, ktery dany protein koduje, pokud je gen znamy. Pii sekvenovani
samotného proteinu je prvnim krokem uréeni aminokyselin a jejich zastoupeni v fetézci,
kdy se peptidické vazby rozstépi hydrolyzou, chemickou nebo enzymatickou, a vzorek
je zanalyzovan na chromatografu. Dalsimi kroky jsou fragmentace proteinu na peptidy a

analyza na hmotnostnim spektrometru. [14]

5.1.2 NMR spektroskopie

Multidimenzionalni NMR (nuklearni magneticka rezonan¢ni spektroskopie) je
jednou z hlavnich metod pro uréeni struktury biomolekul a za praci v této oblasti byla

v roce 2012 Kurtu Wiitrichovi udélena Nobelova cena za chemii. [46]

NMR spektroskopie je analytickda metoda, ktera vyuziva atomt s nenulovym
jadernym magnetickym spinem umisténych do vnéjsiho magnetického pole.
Multidimenzionalni NMR je schopna urcit 3D strukturu proteini az do molekulové
hmotnosti 15 kDa. NMR v kombinaci s pouzitim pulznich sekvenci jako napt. TROSY
(transverse relaxation optimized spectroscopy) lze zobrazit proteiny az o hmotnosti
1 MDa. [46, 47]

Prvnim krokem pii ziskavani struktury je obohaceni atomi proteinu izotopy
(tzv. isotope labeling) a to *3C a **N. To miiZe byt uniforms, tzn. viechny atomy uhliku
a dusiku v proteinu jsou nahrazeny, nebo selektivné jen uréita rezidua, ¢ehoz se vyuziva
predev§im u vétsich proteind. Takto znaceny protein se ziska bud’ chemicky, in vitro
translaci, nebo ¢asto syntézou v mikroorganismech, kdy jsou bakterie Ziveny NH,Cl a
BC-glukézou. U vzorku jsou kladeny naroky predeviim na velikost molekuly,

koncentraci a stabilitu, pH se zpravidla upravuje na neutralni ¢i nizsi kvili minimalizaci
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vymény amidovych protonti. Méfeni je provadéno metodou NMR s Fourierovou
transformaci, kdy se radiofrekvenénim pulsem excituji vSechny jaderné spiny.

Vysledkem jsou spektra (viz obr. ¢. 14), ktera se porovnavaji s databazi. [46, 48, 49]
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Obrazek 14: Porovnani NMR spekter sloZeného, nesloZeného a ¢aste¢né sloZeného

proteinu (pievzato z [50])

5.1.3 Rentgenova krystalografie

Rentgenova krystalografie urcuje strukturu proteinii podle difrakce rentgenového
zafeni na jejich krystalech. Proces krystalizace je zna¢né komplikovany oproti napi.
krystalizaci soli. Je ovliviiovan predevSim pH, teplotou, Cistotou a koncentraci
precipitatu a iontovou silou. Vysledny krystal je kiehky, protoZze je drzen pohromadé
slabymi interakcemi, jako jsou vodikové mistky a van der Waalsovy sily. [46, 51, 52]

Paprsek monochromatického rentgenového zafeni dopada na krystal. Cast
paprski projde skrz beze zmény, Cast projde s pozménénou trajektorii. Tento jev je
nazyvan difrakce a zpisobuji ho interakce rentgenového zafeni s elektrony.
Difraktované paprsky jsou detekovany a dle pozice a intenzity je vyhodnocen difrakéni

vzor. Poté je krystal pootocen a proces se opakuje. [51, 46]

Na zéklad¢ ziskanych dat se vypocitaji mapy elektronovych hustot a ziska se

struktura proteinu (viz obr. ¢. 15). [46, 52]
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Crystal Diffraction pattern Electron density map Protein model

Obrazek 15: Rentgenova krystalografie proteini (pfevzato z [53])

5.2 Predikce

Predikci sekundarni a terciarni struktury na zakladé¢ aminokyselinové sekvence
se zabyva relativné novy obor bioinformatika. Tento obor kombinuje, jak uz nazev
napovida, znalosti z biologie a informatiky a vénuje se zpracovani, prohleddvani a

analyze sekvencnich a strukturnich dat biologickych makromolekul. [54]

5.2.1 Klasickd bioinformatika

Za klasickou bioinformatiku se daji oznacit obecné postupy pfi FeSeni problému,
Vv tomto piipadé predikce struktury proteinu. Vyuziva se piedev§im prohledavani

databazi pomoci algoritmu. [54]

Dva nejvyuzivanéjsi programy pro vyhledavani jak DNA, tak proteinovych
sekvenci se nazyvaji FASTA a BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). BLAST
je obecné popularnéjsi a pravdépodobné i rozsirencjsi nez FASTA a to predevsim diky
své rychlosti. BLAST program je integrovany do webové databaze NCBI (National
Center for Biotechnology Information). Oba programy obsahuji nékolik algoritmu, které
je tfeba zvolit dle situace. [54-56]

Pravdépodobné nejdilezitéjsi webovou databédzi s daty 3D struktur proteint je
PDB (The Protein Data Bank), ktera byla zalozena roku 1971. Od za¢atku roku 2019 na
svém webu http://www.wwpdb.org/ zprostiedkovala jiz 5568 modelt struktur proteind
(udaje k 25. 6. 2019). Mezi dalsi databaze patti napt. SWISS-MODEL Repository, ktera

obsahuje modely generované vlastnim softwarem. Od roku 1994 bézi program CASP
(Critical Assessment of protein Structure Prediction), coz je celosvétovy experiment pro

predikci struktury proteinu. [57-59]
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5.2.2 Rosetta@home, Foldit, Folding@home a jiné

Jednim z nejznaméjsich programi na generovani modeli proteini ab initio je
ROSETTA vyvinuty na Washingtonské univerzité. Tento program tvoii strukturu
pomoci malych proteinovych fragmenti z databaze PDB a sklidil tspéchy v

ramci CASP experimentu. [60-62]

Protoze vypocty struktury jsou naro¢né na hardware a postavit tak vykonny
pocitac, kterému by vypocty netrvaly mésic, je zna¢né finan¢né€ naro¢né, byla vytvotfena

aplikace Rosetta@home, ktera vyuziva crowdsourcingu. Bézny PC uZivatel,

dobrovolnik, si tuto aplikaci stahne za webu https://boinc.bakerlab.org/, nainstaluje a
necha bézet jako spofi€¢ obrazovky. Program vyuzije ¢ast vypocetniho vykonu CPU
(central processing unit, ¢esky téZz procesor) pro kalkulaci struktury proteinu. Do
projektu bylo zapojeno jiz 1,296,669 uzivateli (data k 26. 6. 2019) a napomohli tak ke
strukturam vice nez 5200 rodin proteinti (idaje k 19. 1. 2017). [63, 64]

Uzivatelé byli Casto nespokojeni s tim, jak program pracuje, stézovali si na
,hloupost® pocitace, kdy umistuje struktury mechanicky a ne intuitivné, jako by to
udélal c¢lovék. Jako reakci na piipominky pfisli vyvojaii se hrou Foldit, ktera
zaznamenala velky tspéch vyfeSeni krystalické struktury retroviralni proteazy Mason-

Pfizerova opi¢iho viru (viz obr. ¢. 16). [65]

Obrazek 16: Struktura Mason-Pfizerova opi¢iho viru (pievzato z [66])

Podobné jako Rosetta@home existuje i1 aplikace Folding@home vyvinutd na
Standfordské univerzité, kterd ma na svém konté jiz 211 publikovanych odbornych
¢lanka (data k 26. 6. 2019). [67]
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6 Rozbalovani a Spatné sbalovani proteint

Endoplazmatické retikulum (ER), jakozto dilezita organela proteosyntézy, ma
fadu regula¢nich mechanismt pro kontrolu jakosti proteind. Je-li ER vystaveno stresu,
tzn. je-li pfeplnéna kapacita ER pro skladani proteint a je tedy zvysené riziko chybného
skladani, aktivuje se systém UPR (unfolded protein response), ktery rozhodne o dal$im
osudu burky. [68-70]

ER stres je detekovan tfemi transmembranovymi proteiny: ER kindzou PERK
(protein kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase), transkripénim faktorem
ATF6 (activating transcription factor 6) a enzymem IREL1 (inositol-required enzyme 1).
Chaperon BiP (binding imunoglobin chaperon, nékdy oznacovany i jako GRP78) je pfi
homeostaze navazan na tyto senzory. Diky své vysoké afinité k neslozenym ¢i Spatné
sloZzenym proteinlim se pii jejich zvySené koncentraci z téchto senzorti odstépi, ¢imz je

aktivuje a spusti se cela kaskada reakci. [68-70]

......

zpomaluje translaci, ¢imz snizi piisun proteini do ER. PERK také zvysi regulaci ATF4
(activating transcription factor 4). Ten, je-li exprimovan pfilis, indukuje buné¢nou smrt.
IRE1 mad vedle funkce transmembranové kindzy jesté funkci endoribonukledzy. Pii
aktivaci vystipne z mRNA, ktera koduje specificky UPR transkripéni faktor, intron a
tento faktor XBP1 (X-box binding protein 1) se za¢ne syntetizovat. XBP1 aktivuje
geny, které se snazi bunku udrzet pifi zivoté pomoci syntézy membrany ER nebo
indukci syntézy chaperont. Kineticka aktivita vede k aktivaci JINK (c-Jun N-terminal
kinase) a p38MAPK (p38 mitogen-activated protein kinases), které jsou proapoptotické.
ATF6 se po aktivaci premistuje ptfes Golgiho apardt do jadra, kde pisobi jako
transkripéni faktor pro BiP, XBP1 a pro proteiny spojené s degradaci asociovanou s ER

(viz obr. ¢. 17). [68-70]

34



Endoplasmic
Reticulum

PN\ —> (x8pis )

endoribonuclease activity l i

///RIDD //

{ERAD
fchaperones
'ER synthesis

kinase activity

y
- @R
(FBAPR)—> (PR

pro-apoptotic

v

lramino acid import

> Y

iprotein translation . ;
tprotection against

oxidative stress

~———————( GADD34 |- GADD34
ATF6
¥ tXBP1

1BiP

——
——,
———
-

Cleavage in Golgi
Obrazek 17: Pirehled UPR (pievzato z [68])

Podobné¢ jako ER maji i mitochondrie sviij systém odpovédi na Spatné sbalené ¢i
poskozené proteiny, které ohrozuji funkci organely. Mitochondridlni UPR (UPR™)
spociva v aktivaci CLPP proteazy (proteolytickd podjednotka kaseinolytické
mitochondrialni  peptidazy), ktera chybné proteiny zpracuje a exportuje

z mitochondrie. [71]

6.1 Disledky a onemocnéni

Rozbalené a Spatn€ sbalené proteiny se vyskytuji u fady onemocnéni. Od
neurodegenerativnich, jako napf. Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
Huntingtonova choroba, Creutzfeldt—Jakobova choroba, az po diabetes 2. typu nebo

Spatny vyvoj kosti. [72, 73]

6.1.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je nejcastéjsi pfiCinou demence. Prvni popsany
ptipad byl roku 1907 Aloisem Alzheimerem. Tato nemoc je charakterizovdna masivni

ztratou neurontt v kiife mozkové a hipokampu ptitomnosti neurofibrilarnich klubek
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(NFT), snizenim kognitivnich funkci a akumulaci amyloidového B-proteinu (A), resp.
plakt, v mozkové tkani. [19, 74-76]

NFT jsou tvofeny vlakny dvousroubovice hyperfosforylovaného t-proteinu. AP
shluky jsou zplisobeny zménou struktury proteinu a existuji jak ve formé rozpustnych
oligomert, tak ve formé nerozpustnych vlaken, které jsou tvotfeny B-skladanych listt.

Zatim neni zcela jasné, zda se jedna o pri¢inu ¢i nasledek AD. [19, 74-76]

6.1.2 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba (PD) se projevuje predev§im zhorSenim motorickych
funkci a prvné byla popsana roku 1817 Jamesem Parkinsonem. Geneticky podminéna
PD je zpisobena mutaci PARK genti, coZ ma za nasledek syntézu Spatné sbalenych
proteind. Jedna se predevsim o geny PARK6, PARK8 a PARK14. PARK1 gen kdéduje
syntézu a.Synukleinu, proteinu s ne zcela objasnénou funkci, ale agreguje a tvoii tzv.
Lewyho téliska. [77, 78]

6.1.3 Diabetes mellitus 2. typu

Diabetes 2. typu (T2D), neékdy téz cukrovka 2. typu, je komplexni metabolické
onemocnéni charakterizovano chronickou inzulinovou rezistenci a Casto je predispozice

spojovana s genetickymi a environmentalnimi faktory. [73, 79]

Pii T2D dochazi ke sniZzeni mnozstvi a funkce B bunék (B bunék). Toxicky na
tyto bunky pusobi shluky amylinu, nékdy téz IAPP (ostrivkovy amyloidni polypeptid).
To je neuroendokrinni peptidicky hormon o 37 aminokyselinach a podle nedavnych
studii se tyto shluky objevuji u vice nez 90 % pacientit s T2D. ProtoZe se vét§i mnozstvi

amylinu obecné nachazi u starsich lidi, byva ¢asto spojovan i s AD nebo PD. [73, 79]

Prvni fazi tvorby shluki je lag faze. V pribéhu této faze protein zaujme chybnou
terciarni strukturu tak, Ze se nejprve vytvoii malé oligomery, které slouzi jako jadro
slozeni. Na to se nabali dal§i monomerni proteiny, coz vyusti k exponencialnimu ristu a

vzniku agregatu. Porovnani rychlosti vzniku shluk je na obr. ¢. 18. [73, 79]
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7 Zavér

Proteiny hraji v organismu zasadni roli. Jsou to makromolekuly, které se skladaji
z aminokyselin vazanych peptidickou vazbou. Jsou syntetizovany podle genetické
informace pomoci transkripce a translace. Centrem proteosyntézy jsou ribozomy, které
se podileji i na tvorbé sekundarni a terciarni struktury. Sekundarni struktura je tvofena
vodikovymi mistky do a-helixt a B-skladanych listd. Pro vznik terciarni struktury jsou
klicové prvky hydrofobni interakce a chaperony. Terciarni strukturu tvoii domény.
Nejvyssi troven uspotadani proteinti je kvartérni struktura, ktera je tvofena vice jak
jednim polypeptidovym fetézcem. Pro studium struktury se vyuzivd predevSim
rentgenova krystalografie a nuklearni magneticka rezonance. Udaje z téchto metod
slouzi spolu s primarni strukturou k predikci skladani proteini. Hlavnim obrannym
mechanismem bunky je UPR systém. Mezi choroby s vyskytem Spatné slozenych
proteint patii pfedev§im neurodegenerativni onemocnéni, jako je Alzheimerova nebo

Parkinsonova choroba.
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