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1. Seznam skratek
a-LA

ANS

DDAB-DTAC

ER

FPLC (fast protein liquid chromatography)

Gdn-HC1

a-laktalbumin

&-anilinonaftalen-1-sulfonat

didodecyldimethylammoniumbromide—

dodecyltrimethylammoniumchloride
endoplazmatické retikulum

rychlé kapalinova chromatografie

proteinti

guanidiniumchlorid

HAMLET (human a-lactalbumin made lethal to tumor cells) lidsky a-lactalbumin je

HFIP

HX (hydrogen exchange)

MG

NMR

NOE (nuclear Overhauser effect)
pre-MG

RNasa HI

SAXS (small angle X-ray scattering)

TFE

letalni k tumorovym bunkam
1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanol
vyména vodik-deuterium

molten globule

nukledrni magnetické rezonance
jaderny Overhauseriv efekt
pre-molten globule

ribonukleasa HI

malouhly rozptyl Rentgenovych
paprski

trifluoroetanol



1. Cil bakalarské prace

Cilem bakalatské prace bylo:

1) Zpracovani reserSe o soucasnych znalostech konformacniho stavu MG.
2) Seznamit se metodikou a vyuZzitim absorpénich a derivacnich spekter na
spektrofotometru HP 8453 pfi studiu konformacnich zmén cytochromu c¢

v zavislosti na pH a iontové sile.



2. Uvod

2.1. Sbalovani proteinii

Zatimco syntéza polypeptidového fetézce, tedy tvorba primdrni struktury proteinu —
je znama docela dobfte, pochopeni procesu vytvareni prostorové — sekundérni a terciarni
- struktury stale zlstava jednou ze zdkladnich nezodpovézenych otazek soucCasné
biochemie. Sbalovani nebo svinuti (anglicky folding) proteinu je proces, pifi kterém
dochazi k uspotadani rozbaleného polypeptidového fetézce proteinu do specifické
nativni struktury. Jenom proteiny ve své nativni struktuie se vyznacuji biologickou
aktivitou. Pod vlivem vnéjSiho (denaturacniho) stresu pak protein miize tuto svoji
nativni strukturu ztratit. Pod pojmem denaturacni tlak rozumime zménu parametrii
prostfedi, naptiklad pH, teplotu, iontovou silu roztoku, pfitomnost denaturacnich ¢inidel
- obecné chemické slozeni okoli molekuly bilkoviny. V poslednich letech se ustélila
definice denaturace jako kazdé podstatné zmény prostorového uspotfadani biopolymeru,
ktera vede ke ztraté jeho biologické aktivity. Tato definice vylucuje zmény kovalentni
struktury vyvolané zafenim, chemickou modifikaci ¢i fotooxidaci. I kdyz tyto zasahy
zpravidla rovnéz vedou ke ztraté biologické aktivity, nespadaji do kategorie ,,fyzikaIné-
chemické® denaturace. Pod pojem denaturace netadime procesy spojené s precipitaci
proteinu. Zde volime rad¢ji pojmy koagulace. Pojem deaktivace enzymu je vhodné
pouzit, pokud nezndme presny diivod ztraty aktivity enzymu.' Dobry piehled

problematiky sbalovani bilkovin poskytuje n&kolik piehlednych ¢lankd. >

Dlouho probihala diskuze, zda je sbalovani a rozbalovani fizeno termodynamicky,
tedy dosazenim struktury s minimem Gibbsovy energie, nebo kineticky, tedy
vytvofenim nativni struktury co nejrychleji. Pokusy provedené Anfinsenem na
ribonuklease in vitro ukazuji, Ze proces sbalovani je vratny a veSkera informace nutna
k tvorbé prostorové struktury je obsazena v potadi aminokyselin. Z tohoto tzv.
Anfinsenova postulitu plyne, Ze sbalovani proteind je Fizeno termodynamicky.® Na
druhou stranu je pocet moznych konformaci proteinu velmi velky. Pokud by hledani
spravné konformace probihalo ndhodng, protein by se nikdy spravné nesbalil. Odhad>*
poétu moznych konformaci u proteinu s # aminokyselinami je 3™'. Kdyby poté protein
slozeny ze 101 aminokyselin ,,sam zkousSel najit tu spravnou konformaci testovanim
viech moznych (3'"' = 5.10"") rychlosti 10" konformaci za sekundu (!), nasel by tu

spravnou za 10%’ sekund. JelikoZ se stafi vesmiru odhaduje na 6.10' sekund, je jasné,
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ze sbalovani proteinu nemize byt proces ndhodny. Tato tivaha je zndma jako tzv.
Levinthaltiv paradox.” Sam Levinthal navrhl kineticky model sbalovani proteinu do
nativniho stavu, o kterém pifedpokladal, ze je pouze metastabilni. Sbalovani
v kinetickém modelu probiha pfes kondenzaci né€kolika nukleacnich center v riznych
castech polypeptidového ftetézce. Sbalovaci cesta (anglicky folding pathway)
k nativnimu proteinu znamend existenci definovanych sekvenci déji nasledujicich po
sobé. Tyto déje zacinaji u rozvinutého ndhodného klubka a konc¢i v metastabilnim
nativnim stavu.’ Tato nukleadni centra jsou realizovana interakcemi kratkého a

sttedniho dosahu a omezuji po¢et moznych konformaci, které miize protein zaujmout.

Takzvany ,,novy pohled* na sbalovani bilkoviny z denaturovaného do nativniho stavu
predstavil Wolynes’. Reprezentuje ho ,,sbalovaci nalevka®, jakési symbolické zobrazeni
pribéhu volné energie jako funkce stupnii volnosti. Ma Casto komplikovany energeticky
profil s vyraznym minimem odpovidajicim nativnimu stavu (obr. 1, dalSi strana).
Rychlost sbalovani je zpomalovana ,,zahyby*, oblasti s lokalnimi maximy a minimy,
které odpovidaji tvorbé prechodné stabilnich meziproduktl. Jinak je rychlost sbalovani
uréena sklonem stén nalevky. Jak se zuZuje energeticky profil, klesd jak entropie

polypeptidového fetézce, tak pocet moznych konformaci.

Dnes je pfijiman nazor, ze sbalovani probihd sérii reak¢nich drah, jenz vedou
k minimu Gibbsovy energie. Tyto drahy zarucuji, Ze proces prob¢hne dostatecné rychle,
protoze vysoké energetické bariéry neumozni sbaleni proteinu podle nespravnych
mechanismi.> Mnohé proteiny jsou slozené zdomén, globuldrnich &asti, v zasadd
nezavislych na struktufe ostatnich ¢asti bilkovin. Domény jsou schopny samostatné¢ho
sbalovani nezavisle na ostatnich castech bilkoviny. Je tomu tak naptiklad
u glyceraldehyddehydrogenasy, aspartataminotransferasy, pankreatické elastasy. I kdyz
jsou nekteré domény schopny samostatného sbalovani, jejich schopnost vytvofit

samostatné biologicky funkéni bilkovinu je zna¢né omezena.



Obrazek 1. Znazornéni sbalovaci nalevKky v trojrozmérném prostoru. F (®,, ®,) = volna energie, ®;, ®, =

stupné volnosti (pievzato z cit. 8)

Je mozné, ze se v proteinech vyskytuji fragmenty polypeptidového fetézce schopné
samostatn¢ho sbalovani, tzv. subdomény. Jedna se o Casti vétsi nez prvky sekundarni
struktury, ale mensi nez celé funkéni domény. Naptiklad C-koncové ¢asti termolysinu
se sbaluji autonomné, jestlize maji velikost alespoii tfi a-helixd. Tyto subdomény jsou
kondenzované stavy polypeptidového fetézce, ve kterych jesté nedoslo k tésnému
sbaleni atomt hydrofobnich aminokyselin. U jinych proteinti subdomény pozorovany

nebyly.

2.1.1. Modely sbalovani proteint
Je mnoho modelll sbalovani proteinti, pfi¢emz kazdy se opird o experimentalni
dikazy ale kazdy ma i své nedostatky. Kontroverzni je otdzka, zda existuje jen jedna
sbalovaci cesta nebo je jich vice. Jestlize md kazdd molekula na zacatku jinou
konformaci, nésleduje svoji vlastni cestu pti sbalovani a za ptedpokladu, ze proces jde
spravnym smérem, je vysledkem nativni protein. Tento model se nazyvd détska

skladacka, nebo anglicky jigsaw puzzle (obr. 2a, dalsi strana).

Modely, které vychazeji z unikéatni konformace denaturovaného proteinu a vedou
ptes urcity pocet meziproduktl, vystihuji cely proces vérohodnéji (obr. 2b, dalsi strana).
Prvnim byl model propagace-nukleace, ve kterém diky fluktuaci dochazi ke vzniku
segmentli s a-helikalni strukturou (nukleace). Ty pak funguji jako templat pro dalsi

sbalovani (propagace).



Diftzné-kolizni-adhezni model ptedpoklada, Ze jednotlivé elementy sekunddrni
struktury, jsou v denaturovaném stavu nestabilni a tedy pfitomné jen s malou
pravdépodobnosti. Pfi vhodnych interakcich se ale mohou tyto struktury stabilizovat a
vytvéiet soudrzngj$i utvary. Rychlostni konstanta pro vznik téchto utvard je dana
sou¢inem rychlosti, se kterou se dané prvky misi, a pravdépodobnosti vhodné orientace.
Dynamika denaturovaného polypeptidového fetézce ukazuje, ze se jeho rizné casti
srazeji v dusledku difuze cca 10° krat za sekundu. Pii pravdépodobnosti 107 jejich
ptiznivé vzijemné orientace méa rychlostni konstanta velikost 1 s, veshodé

s pozorovanou hodnotou.

Dalsi model je tzv. model hierarchického sbalovani. V tomto modelu sbalovani
probiha stupniovité v zavislosti na strukturni hierarchii, tedy ze po nukleaci se tvofi
sekundarni struktury, které se spojuji a davaji vzniknout supersekundarnim strukturam,
potom doméndm a nakonec celému nativnimu proteinu. U oligomerniho proteinu

dochazi v posledni fazi k spojeni podjednotek.

/
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Obrazek 2. Modely sbalovani proteind, jigsaw puzzle (a), linearni (b) a obecny (c). U — denaturovany stav, N —

nativni stav, I — meziprodukt. (PFevzato z cit. 2)

Ve ,frame work® modelu se sbalovani uskutectiuje sestavovanim existujicich
elementii sekundarni struktury, které ptezivaji denaturaci. Tyto elementy maji znacnou
stabilitu a nejobtiznéjsi je jejich sestaveni. Hlavni mysSlenkou tohoto modelu tedy je, Ze

prvky sekundérni struktury se tvoti diiv nez nativni terciarni struktura.

Dalsi mozny zpiisob sbalovani se opird spiSe o nespecifické hydrofobni interakce
jako zakladni hnaci silu sbalovani. Rozvinuty polypeptidovy fetézec podstoupi rychly
,hydrofobni kolaps® spocivajici v tvorbé shluku hydrofobnich aminokyselin —
hydrofobniho jadra. Po tomto (mozn4 i v jeho prib&hu) kroku se pak formuji a-helixy a

B-listy.



Obecny mechanismus sbalovani je na obr. 2¢ (pfedchozi strana). V pocatecni fazi se
uplatni model détské skladacky a vznikd heterogenni soubor neuplné sbalenych
meziprodukti, které jsou vzidjemné vrovnovaze — MG nebo pre-MG. Praktickym
problémem studia pocatecni faze sbalovani je nedostatecné casové rozliSeni dostupnych
experimentalnich technik. Ty maji rozliSeni fadové v milisekundach. Ale jiz v tzv.
mrtvé dobé experimentli probihaji procesy, kterym je nezbytné porozumét. Poté,
pravdépodobné¢ mechanismem podobnym jako v difusné-kolizné-adhesivnim nebo
frame work modelu, dojde za pomoci hydrofobnich a vodikovych vazeb ke stabilizaci
elementii sekundarni struktury. Formuji se vazebna mista pro substrat nebo ligand.
Sbalovani je dokon¢eno utvofenim nativni konformace a u enzymu se objevi aktivita.
Dojde k piesnému uspoiadani sekundéarnich struktur, spravnému sbaleni hydrofobniho
jadra, pteskupeni disulfidovych vazeb, vzdjemné organizaci domén a k asociaci
podjednotek. Krok, ktery omezuje rychlost sbalovani, je izomerizace peptidové vazby
pted prolinem. Peptidova vazba vzhledem k ¢astecnému dvojitému charakteru dava za
vznik cis/trans izomerii. Preferovany je trans izomer u aminokyselin, jen pro vazbu X-
Pro je pomér ptiblizn€ 3:1. Na zaklad¢ in vitro studii lze shrnout pravidla pro sbalovani

proteinti:

1. sbalovani proteinu je vdaném prostiedi fizeno jeho primarni strukturou
(Anfinsentiv postulat),

2. nativni struktura proteinu je pod termodynamickou kontrolou a odpovida
minimu Gibbsovy energie a

3. sbalovani vétSiny proteind provazi vznik Castecné sbalenych meziprodukti,

které jsou kontrolovany kineticky.

2.1.2. Sbalovani proteint in vivo

Dlouhou dobu se ptedpokladalo, ze nové syntetizované proteiny se in vivo sbaluji
samy a stejnym mechanismem, jako in vitro. Sbalovani proteinll in vivo stejné¢ jako
skladani podjednotek pii tvorbé oligomernich struktur ve skute¢nosti vyZaduje asistenci
jinych proteini, nazvanych chaperony. Molekulové chaperony interaguji se
vznikajicimi, destabilizovanymi nebo pfemistovanymi proteiny a zabraniuji tak jejich
nespravnému sbaleni. Nemohou interagovat s nativnimi proteiny ani nejsou schopny
spravné sbalit jiz jednou zformované srazeniny bilkovin. Chaperony také nenesou
informaci, ktera by umoznila proteinu dosahnout jinou konformaci, nez je zakodovana
vjeho priméarni struktufe. Molekulové chaperony pouze zvySuji vytézek reakce
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sbalovani. N¢které chaperony interaguji s meziproduktem v pocatecni fazi sbalovani.
Na chaperony se tyto meziprodukty vézou pies své odkryté hydrofobni oblasti.
K uvolnéni proteinu je zapotiebi hydrolyzy ATP a ziskand energie je pouzita k realizaci

konformac¢nich zmén chaperony, které pak uvolni sbaleny protein.

Zakladni ulohou chaperonil je tedy chranit proteiny pfed nevhodnymi interakcemi a
udrzovat meziprodukty sbalovani na ,,spravné cesté k nativnimu stavu. Je mozné, Ze
pomahaji proteiniim udrzet si konformaci, kterd je vhodna k jejich transportu pies
membrany. Také nckteré dal$i proteiny asistuji pii sbalovani. Jsou to enzymy
proteindisulfidizomerasa a peptidyl-prolyl-cis-trans-izomerasa.
Proteindisulfidizomerasa katalyzuje tvorbu disulfidovych vazeb, druhy enzym
izomerizaci peptidovych vazeb pfed prolinem. Tyto proteiny urychluji proces sbalovani,
ktery miize pomaleji probéhnout i bez nich. Pfehled o chaperonech poskytuje ¢lanek od

Finka.’
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3. Vyznam molten globule

3.1. Molten globule jako meziprodukt sbalovani

bilkovin

V sedmdesatych letech byla prokdzana existence meziproduktli pii denaturaci
nékterych globularnich proteinii. Tyto meziprodukty maji n€kolik spole¢nych znak:
prvky sekundéarni struktury s kompaktni molekularni velikosti, ale bez specifické
terciarni struktury. Ohgushi, Wada'® a Dolgikh'' piigli s myslenkou, Ze takové
intermediaty patii ke spolecnému fyzikalnimu stavu globularnich proteinli a nazvali je
MG. Ptitsyn'> na zakladé studii se zpétnym sbalovanim bilkovin z denaturovaného
stavu ztotoznil pozorované prechodné vznikajici meziprodukty se stavem MG a ty se
tak staly sttedobodem z4jmu badatelii. Za poslednich patnact let navic doslo k rozvoji
experimentalnich technik a k vyznamnému pokroku ve vyzkumu v této oblasti. Byly
charakterizovany mnohé proteiny ve stavu MG. Zabyvali se ji i teoreti¢ti chemici.
Teoretické studie ale ukéazaly, Ze experimentalné pozorované intermediaty pii sbalovani,
mohou byt kineticky zachycené Spatné sbalené proteiny (kinetické pasti, anglicky
kinetic traps). Podporou tohoto tvrzeni jsou kinetické studie sbalovani proteint, u
kterych se termodynamicky stabilni meziprodukty tvofi pfi mirnych denaturacnich
podminkach, ale pfi zpétném sbaleni do nativniho stavu se netvofi. Je proto nasnadé

posuzovat jednotlivé znamé stavy MG ptipad od piipadu.’

Nékteré, hlavné mensi, proteiny vykazuji kinetiku rozbalovani, kterou miizeme dost
dobfe aproximovat pomoci dvoustavového prechodu. Jenze pozor, to neznamena, ze
pfechodny stav u dané promény nevznikne a znovu se rychle neproméni. U jinych
protein tomu tak neni. U nich miZeme za pouziti mirnych denaturujicich podminek
zaznamenat MG jako termodynamicky stabilni stav pfi danych podminkach v systému.

Stav MG ma nékolik strukturnich charakteristik:’

1) Pfitomnost vétSiny prvka sekundarni struktury

2) Absence specifické terciarni struktury vzniklé tésnymi kontakty postrannich
skupin aminokyselin

3) Kompaktnost molekuly, vyjadfitelna kvantitativné gyraénim nebo stokesovskym

hydrodynamickym polomérem, je porovnatelna s nativni bilkovinou
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4) Ptitomnost jen volné sbaleného hydrofobniho jadra, ¢im se zvysi povrch,

tvoteny hydrofobnimi aminokyselinami, ptistupny polarnimu rozpoustédlu

Nicméné struktura MG u riznych proteind (viz kapitola 3) se vyznacuje jistou mirou
heterogenity. U nékterych proteinti byly popsany dv¢ i vic konformacnich stavi MG
s odlisnymi vlastnostmi. Mezi jednotlivymi bilkovinami se MG mohou také zna¢né liSit.
U lysozymil C-typu se MG podobaji nativnimu stavu, ale napiiklad u p-laktoglobulinu
(v nativnim stavu protein s pievahou B-hiebentl) se tvofi pfi denaturaci nebo renaturaci
kompaktni meziprodukt s vyraznym zastoupenim o-helixti. Model MG jako obecného
meziproduktu jak to navrhl Ptitsyn'* ale neni obecné pfijimana®. Prostorova struktura
bilkovin je ur¢ena pouze sekvenci aminokyselin, a tak obecny meziprodukt rozbalovani
a zpétného sbalovani neexistuje. Kazdy protein tvoifi pfi sbalovani svlij specificky

meziprodukt s jedine¢nou strukturou.

Rozborem vyznamu MG se zabyvaji Arai, Kuwajima’® a Ptitsyn.'” Vyznam MG
v kinetice sbalovani a rozbalovani nebyl dosud spolehlivé vysvétlen. Mize jit pouze o
nespecificky soubor konformaci lezici mimo sbalovaci cestu nebo meziprodukt
v sbalovani s jiz jistymi definovanymi prvky pfitomnymi také v nativni struktufe.
Vysledky teoretickych studii jsou ale vrozporu s experimentdlnimi daty. Obecné
rovnice pro tiistavovy pfechod mezi nativnim (N), denaturovanym (U) stavem a MG

(MG) jsou:

U == MG N (1)

N 2)

—_—

I

MG

U
V ptipadé prvni reakce se jedna o specificky meziprodukt. V druhém ptipadé je to
nespecificky Spatné sbaleny meziprodukt ,,mimo* sbalovaci cesty. Vyskyt lag faze
v ptechodu z denaturovaného stavu do MG je diikaz platnosti prvni rovnice. Tato faze je
pozorovand pii sbalovani interleukinu-18, stafylokokové nukleasy a apoMb. U apoMb

se docasné tvoii dva meziprodukty Ia, Ib a sbalovaci cesta pro ngj je:*

U=— Il =—1=—N 3)

V ptipadé karbonatanhydrasy bylo sestaveno jiné kinetické schéma:
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MG

72N
“4)
V jinych pfipadech po rychlém zformovani meziproduktu nasleduje pomald faze
pfechodu do nativniho stavu. Vyhodnoceni kinetickych dat musi byt peclivé, protoze
kinetické udaje dost dobfe vyhovuji obéma rovnicim (1) a (2). Peclivé vyhodnoceni dat
pro mnoho proteinti nasvédcuje, Ze MG je specificky meziprodukt na cesté k nativnimu

stavu.
Kuwajima a Arai rozdélili proces sbalovani do dvou fazi:

1. Féze — tvorba MG z pln¢ denaturovaného stavu

2. Faze — tvorba nativniho stavu z MG

konformadéni entropie nalevka Il

rozbalena struktura T - }d o
nalevka | St
m
1. faze globule
o ;
E’] o
] sy
= Y S - -
: Y WB
© |
ﬁ globule pfechodny
o komplex
(-:J Ll
WP IIIIIIIIT
2.faze el
nativni o
struktura nativni
_______________ ! - struktura

Obrizek 3. Schematicka dvourozmérna prezentace sbalovaci nalevky bilkovin

s naznacenym vyznamem MG. Podle cit. 3

V prvni fazi se v bilkovin¢ zformuji prvky sekundarni struktury a molekula vytvofi
kompaktni formu s foldem bez tésnych interakci postrannich skupin. MG stabilizuji
predevsim nespecifické hydrofobni interakce a také lokalni nekovalentni interakce
stabilizujici helixy piipadné listy. V druhé fazi se uplatni zase specifické interakce

stabilizujici tercidrni strukturu — solné¢ mustky, van der Waalsove sily atd.
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Toto déleni implikuje dvé oblasti v sbalovaci nalevce (obr. 3, pfedchozi strana):
nalevka I predstavuje prvni fazi a nalevka II druhou fazi. Nalevka I je Sir$i protoze
vytvofenim kompaktni formy se zmenSi pocet stupiii volnosti mnohem vic nez
vytvofenim specifickych interakci a nativni terciarni struktury molekuly. V nalevce II
jsou mnohé energetické bariéry, které je nutné prekonat, aby se vytvofily specifické
interakce. V piipad¢ malych proteint (< 100 aminokyselin) jsou tyto bariéry ptili§ malé

a v sbalovani se pozoruje dvoustavovy d¢;j.

3.2. Fyziologicky vyznam molten globule

Vyborny ptehled o fyziologickém vyznamu MG stavll jsou staté od R. Santucciho

14, 15
nebo Dobsona. ™

V eukaryotickych bunikdch, mnohé syntetizované bilkoviny jsou
uréeny k sekreci do mimobunééného prostoru. Sekrece probihd pfes ER a Golgiho
aparat. V ER je k dispozici systém chaperoni pomahajici spravnému sbaleni bilkovin.
Jesté pred sekreci projdou ,kontrolou jakosti“ a Spatné sbalené bilkoviny (anglicky
misfolded proteins) jsou ubikvitinylovany a degradovany. Sbalovani a rozbalovani je
zpusob vzniku a modulace bunécnych procest — translokace pies membranu, transport,
sekrece, imunitni odpovéd’ nebo kontrola bunééného cyklu — a tyto procesy jsou zavislé
na spravném sbaleni a schopnosti bilkoviny zaujmout nativni stav. Chyba v sbalovani a
vznik nenativnich konformaci nebo tfeba naopak setrvani v nativnim stavu zptsobuje
chybné fungovani procesu a ztoho vyustujici patologicky stav organizmu. U

cytochromu ¢ nebo o-laktalbuminu mozno modulaci jejich konformace ,,pfepnout*

jejich biologickou funkci.

Bodové mutace mohou ,,zablokovat® spravné sbaleni proteinu ve fazi stabilniho
meziproduktu s vlastnostmi podobnymi MG. Bilkovina pak ztraci svoji biologickou
aktivitu nebo je jeji aktivita pozménéna. Cysticka fibréza vznikd deleci jedné
aminokyseliny, Phe-508, v CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,
protein typu ABC-transportéru). Wt-CFTR je syntetizovan v ER, po rozsahlé
glykozylaci se sbali za pomoci chaperont (véetné Hsp70) a nasledné je transportovan
do bunécnych kompartmentti. Mutantni CFTR se sbali do stabilniho kompaktniho stavu,
ktery potiebuje delsi ¢as na sbaleni do své nativni konformace. Neni sekretovan na

cilova mista, ale je degradovany jesté v ER.

Chronické jaterni a rozedmu plic ma na svédomi mutantni a-1-antitrypsin, inhibitor

serinovych proteas. Syntetizuji ho hepatocyty a v plicich mé& ochrannou funkci proti
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ucinkiim neutrofilni elastasy (NE). Struktura o-1-antitrypsinu se skldda (mimo jiné) ze
tfi B-listd a smycky, pomoci které se vaze na proteasu. Mutace v smycce zpusobi
konforma¢ni zmény — nativni struktura inhibitoru pfechazi do flexibilnéjsi a protein
ztrati svou biologickou funkci. Existuji dvé mutantni formy, S (Glu264Val) a Z
(Glu342Lys). V obou ptipadech se pozoruje nedostatecnd aktivita inhibitoru. Mutant Z
podléha agregaci a akumulace agregatu pak zpusobuje chronické onemocnéni plic.
Pravé mutace Glu342Lys zpiisobuje stabilizaci ¢astecné sbalené¢ho stavu. Vzajemné
interakce téchto stavii podobnych MG vedou k polymerizacim a vytvoii se inkluzni

téliska v ER hepatocyti.

Tzv. konformaéni choroby vznikaji i jinym zptisobem. Spatné sbalené proteiny maji
tendenci agregovat a vytvaret nerozpustné agregaty a fibrilarni struktury, amyloidni
fibrily. U Alzheimerovy nemoci souvisi s tvorbou agregatl jejich,.toxicita* — agregaty
jsou toxické pro bunky. Amyloidni fibrily se ukladaji do amyloidnich depozit (plakil)
v cilovych organech a jako symptom se vyskytuji u diabetu II typu, amyloidoz a
neurodegenerativnich onemocnéni jako Alzheimerova, Parkinsonova choroba a
spongiformni encefalopatie (tab. 1, dal$i strana). Soucésti fibril jsou kromé hlavni
slozky 1 jiné proteiny a sacharidy. Je zajimavé, Zze cca. 20 proteinli identifikovanych
jako hlavni stavebni komponenty amyloidnich fibril maji ¢asto upIln€ odli$né strukturu a
vlastnosti. Amyloidni fibrily maji naproti tomu mnoho spole¢nych znakii jako
morfologie, fyzikalni vlastnosti. Navic schopnost tvofit fibrily neni omezena jen na 20
proteinll, protoze in vitro tvoii fibrily rovnéz jiné bilkoviny a uméle syntetizované
peptidy, u kterych nebyla prokazana spojitost s nemoci. I kdyz je tato schopnost nejspis
obecné pro polypeptidovy fetézec, sklon k tvorbé fibril v uréitych podminkach se lisi a
zavisi od fyzikalné-chemickych parametri. Hydrofobicita povrchu a pfistup
V nativnim stavu jsou hydrofobni aminokyseliny pohibené v kompaktni struktuie a
nejsou teda v kontaktu s okolnim polarnim prostiedim. Sklon k tvorbé agregatii se
zvysuje, pokud jsou tyto hydrofobni aminokyseliny exponovany na povrchu, napt. kdyz
je bilkovina v ¢astecné rozbaleném stavu (MG) nebo fragmentovana po proteolyze.
Proto se ptedpoklada, Ze k agregaci bilkovin dochazi ve stavu MG nebo jemu

podobném.
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Tabulka 1. Vybrané biologické efekty a onemocnéni jako disledek pozmenéného nebo $patného sbalovani

proteinii (podle cit. 14)

Protein Strukturni mechanismus Efekt/onemocnéni
apolipoprotein E4 stabilizace MG Alzheimerova choroba
a-laktalbumin stabilizace MG interakci s lipidy apoptoza v tumorovych
bunkach
CFTR misfolding, degradace v ER cysticka fibréza
a-1-antitrypsin konformacni zména, agregace a-1-antitrypsin
deficience/rozedma
prionovy protein misfolding, agregace Creutzfeldt-Jacobsova
choroba, kuru, BSE, scrapie
B-amyloid misfolding, agregace Alzheimerova choroba
cytochrom ¢ interakce s fosfolipidy a tvorba stavu apoptoza, Parkinsonova
s peroxidasovou aktivitou choroba, amyloidoza

Amyloidni fibrily jsou dlouhé, nevétvené a struktury Siroké nékolik nanometrt.
Skladaji se z 2-6 protofilamentii, obtoCenych kolem sebe. Kazdy filament je polymer
sloZzeny z mnoha podjednotek proteinu, které obsahuji vysoky obsah B-hfebend. Tyto -
hiebenid  jsou uspofadddny rovnob&zné s osou fibrily. Jadro fibrily je stabilizovano
vodikovymi vazbami a interakce postrannich skupin aminokyselin maji jen nepatrny
vyznam. Je zardzejici jednotna strukturni podstata amyloidnich fibril v kontrastu se

Sirokym spektrem konformaci globularnich bilkovin.

Polymerizace (obr. 4, dalsi strana) podjednotek je dvoufiazovy proces a zafina lag
(nukleacni) fazi, v pribéhu které se tvoii jadra. Po ni nasleduje rychla oligomerizace,
kde se jednotlivé oligomery vazou na jadro. Oligomery nemaji fibrilarni tvar, jsou
slozeny z3-6 podjednotek a jsou s nimi vrovnovdze. Po dosahnuti jisté kritické
hmotnosti oligomery asociuji a vznikaji protofibrily. Agregace je inhibovana chaperony
a degradacnimi procesy. Pokud se jiz jednou fibrily vytvofi, jsou nesmirné odolné viici
ucinkiim proteas. Navic, jako je tomu u spongiformnich encefalopatii, Spatné¢ sbalené
formy proteinu indukuji nebo spiS ,,vnucuji* tuto svoji konformaci spravné sbalenym

proteintim.

Vazba kyseliny olejové na o-laktalbumin in vitro indukuje pfechod do stavu

podobnému MG. Tento komplex se nazyva HAMLET (human a-laktalbumin made
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lethal to tumor cells). HAMLET je schopny indukovat apoptézu v tumorovych buiikéch.
In vivo, frakce z lidského mléka indukuje apoptézu v tumorovych bunkach a analyzou
se ukézalo, ze jde o agregovany a-laktalbumin. Podobny efekt vykazuje aj hovézi a-
laktalbumin, sagregovany nebo jako komplex, BAMLET, s kyselinou olejovou. Pfitom
a-laktalbumin, produkovany v sekrecnich bunkach mlécnych zlaz, je jedna ze dvou

domén laktosasynthetasy a ma tedy zcela jinou funkci.'®"®

Cytochrom ¢ je hemoprotein nachdzejici se v mitochondriich. Slouzi jako mobilni
prenasec elektrond v mezi kotvenymi komplexy III a IV — komplexem cytochromt bc;
a cytochrom ¢ oxidasou. Cytochrom c zprosttedkuje transfer elektronti nenavazana nebo
navazany na membranu a  zaujima pfi  tom  nékolik  konformaci.
a _ b

1 i ﬂ
amyloidogenni meziprodukt, I
maolten globule
|
— —

g

-
o

depozit (plak)

Y =

T ——
o e e

L LU

oligomerni agregaty

amyloidni fibrily

Obrazek 4. Schéma agregace a tvorby amyloidnich fibril. Rozbalené, nebo jen ¢aste¢né sbalené proteiny spolu
asociuji za vzniku oligomerii (d), které pak asociuji do protofilament (a) a fibril (b). Fibrily pak ¢asto vytvareji
plaky ako Leviho téliska p¥i Parkinsonové nemoci (c). PouZito z cit. 15, upraveno v Corel Photo-Paint X4.

Ma funkci vapoptoze. Vaze se na proteinovy faktor Apaf-1 (apoptosis protease
activation factor), vytvari s nim komplex apoptosom, ktery pak aktivuje prokaspasu-9.

Nasleduje kaskada reakci vedouci k apoptdze. K tvorbé apoptosomu je jesté nutna
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vazba ATP nebo dATP. Cytochrom ¢ navdzany na membranu se vyznacuje
apoptotickou aktivitou a prezentuje faktor aktivujici prokaspasu. V této formé dochdzi
ke konforma¢nim zméndm, otevieni piistupu k hemové skupin€ a disociaci axidlniho
ligandu Zeleza, Met-80. Peroxidasova aktivita cytochromu ¢ vdzaného na membranu je
dilezita pro jeho uvolnén do cytosolu. 25% mitochondrialni membréany tvoii fosfolipid
kardiolipin (CL) a pravé jeho komplexe s cytochromem c hraji roli v indukci apoptozy.
Podobné jako u o-laktalbuminu, zména struktury molekuly z nativniho stavu do MG

umoznuje prepnout na jinou, alternativni biologickou funkci bilkoviny.

Biologické systémy jsou nesmirné slozit¢é a prubéh nejriznéjSich chemickych
promén a reakci tvoticich celé metabolické cesty ovliviiuji pomoci enzymi. Je mozné,
ze podobna regulace existuje jiz na urovni sbalovani bilkovin. Mezi tyto mechanizmy
kontrolujici konformaci bilkovin patii jednak systém chaperont, dalSich enzymut
napomahajicich sbaleni a také proteasomovy komplex slouzici k odbourdvani Spatné
sbalenych nebo nepotiebnych bilkovin. A podobné jako odchylné chovani enzymu ma
za nasledek metabolickou poruchu, tak Spatné fungovani regulace sbalovani ma za

nasledek konformac¢ni chorobu.

Dalsi vyznam stavit MG je, Ze je rozeznavaji nékteré chaperony. Hlavni tfidy
chaperont jsou Hsp40 (40-kDa heat shock protein, u E. coli Dnal), Hsp60 (GroEL u E.
coli), Hsp70 (DnaK))a Hsp90. Hsp60 je veliky oligomerni protein sudovitého tvaru,
nazyvany chaperonin. U Escherichia coli se nazyva GroEL a jemu homologické
proteiny se nachdzeji v mitochondriich a chloroplastech. V cytosole eukaryotickych
bunék se nachazi tzv. TCP-1. Do jeho centrdlni dutiny vaze ¢aste¢né sbalené proteiny a
pomaha jim spravné se sbalit. Pravdépodobné umoziiuje $patné sbalenym proteinlim se
rozbalit a znovu sbalit. K jeho spravné funkci je u bakterii nutné ATP a protein GroES.
Hsp70 se vazou na nascentni polypeptidovy fetézec a pomahaji mu v tom proteiny

Hsp40. Obecné schéma funkce chaperontl je na obrazku 5.

nativni stav
/ agregaty / ]

U - Castetné shalene e komple}( Chaperon_|

\ meziprodukty

komplex chaperon-1UJ

Obrazek 5. Obecné schéma ¢innosti chaperonii, U = denaturovany stav, I = meziprodukt, podle cit. 9
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MG maji velkou tendenci agregovat a ¢innost proteinit Hsp60 a Hsp70 tuto agregaci
potladuje. E. coli s mutaci v 6°> podjednotke RNA polymerasy, ktera rozliguje promotor
heat shock proteini, neni pii zvySené teploté schopna syntetizovat chaperony a

bilkoviny v buiice agreguji.’

Bychkova a spol.”” pfisli s hypotézou, Ze stav MG ma vyznam v translokaci bilkovin

pfes membranu. Opfeli se o n€kolik dikazi:

Stabilizace proteinu inhibuje translokaci
Translokovéany jsou nenativni proteiny
Bilkoviny vazané na membranu maji nenativni strukturu

Vazba signalnich sekvenci miize zptsobit pomalejsi sbaleni

AN

Bilkoviny v denaturovaném stavu a MG se vazou na micely a membrany
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4. Vyskyt molten globule

V této kapitole je uveden piehled konformacnich stavit MG u nékterych bilkovin, za
jakych laboratornich podminek jsou pozorovany a jejich stru¢na charakteristika. Podle
Ptitsyna’ byly, kromé& proteinil uvedenych v této kapitole, popsany MG u daliich 15
proteini. MG nachazime jak v proteinech s molekularni hmotnosti od 7000 (inhibitor
trypsinu) do 91000 (kreatinasa). Jejich vyskyt neni nijak omezen ani jednotlivymi

strukturnimi typy proteinii — €isté a nebo B, o/f nebo a+f typy bilkovin.

4.1. Cytochrom c

Jednim z oblibenych modeld pro studium MG je konisky cytochrom c. Je to
hemoprotein slozeny ze 104 aminokyselin. Tercidrni strukturu (obr. 6) cytochromu tvoii

5 a-helixtt oznacenych podle jejich umisténi v polypeptidovém fetézci:

- N-koncovy helix (aminokyseliny 6-14)
- C-koncovy helix (87-102)
- helixy 50 (49-54), 60 (60-69) a 70 (70-74)

Obrazek 6. Struktura cytochromu c z kotiského srdce rozliSenim 2,0 A. Znaéeni helixi je podle textu.
Uprosti‘ed je hemova skupina s Met-80 nad jeji rovinou a His-18 pod rovinou (PDB kéd 1HRC, zpracovano ve
Swiss-PDBViewer a CorelDraw X4)
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Hemova skupina se na polypeptidovy fetézec vaze kovalentné thioetherovymi vazbami
pfes vinylové skupiny na Cys-14 a Cys-17. Axidlni ligandy atomu Zeleza v hemové
skuping jsou His-18 a Met-80. Zatimco koordina¢ni vazba histidinu je velice pevna a
k jejimu preruseni dochazi az v extrémnich podminkéach, vazba methioninu je slabsi a
jeho vymeéna za jiny ligand je ¢astd soucast konformacnich zmén v molekule v dusledku
vngjSich vlivii. Cytochrom c¢ se nachdzi mezi vn€j$i a vnitini mitochondrialni
membranou. Zprostiedkovava ptenos elektronl v dychacim fetézci jako druhy mobilni
pfenase¢ mezi komplexem cytochroml bc; (komplex III) a cytochrom ¢ oxidasou
(komplex IV). Existuje ve 2 oxidacnich stavech, jako redukovany ferrocytochrom
c(Fe*) a oxidovany ferricytochrom c(Fe’). Cytochrom ¢ je témdf univerzalni
eukaryotni protein, ktery je evolu¢né¢ znacné konzervovan. Nachdzi se ve vSech
organismech obsahujici elektronovy transportni fetézec — ten nemaji jen nekteré striktné
anaerobni bakterie. Elektronovy transportni fetézec vznikl asi pred 1,5-2 miliardami let
a od té doby se pfili§ nezménil. Struktura a funkce cytochromu ¢ byla vysoce
konzervovana behem celého vyvoje. Cytochrom c¢ z jakéhokoliv eukaryotniho

21

organismu reaguje in vitro scytochrom c¢ oxidasou jiného druhu.” V molekule

nalezneme variabilnéj$i sekvence i pozice prakticky invariantni, v kterych by mutace

zpusobila strukturni nebo funkéni zmény:** >

- Cys-14, Cys-17, His-18 a Met-80 jsou aminokyseliny tvotici vazbu s hemovou
skupinou.

- 9 glycinovych zbytkli obsazuje v molekule cytochromu ¢ pozice, kde by jinak
jejich substituce za aminokyseliny s vEétsi postranni  skupinou vedla
k strukturnim zménam.

- Cytochrom ¢ obsahuje velky pocet bazickych aminokyselin. Lysinové zbytky
v polohach 8, 13, 25, 27, 72, 73, 86 a 87 jsou umistény v okoli hemové skupiny.
Prostfednictvim nich se cytochrom c vaze ke svym redoxnim partnertim.

- Tyr-48, Tyr-67, Tyr-74 a Tyr-97 jsou velice dulezit¢é pro udrZeni nativni
konformace cytochromu v blizkosti hemu.

- Phe-82 je dalsi konzervovand aminokyselina. Jeji aromaticky kruh je umistén
rovnobézné s protoporfyrinovym kruhem hemové skupiny a aktivné se
zucastiiuje transferu elektronu. Mutace Phe-82 za jinou aminokyselinu podstatné

snizuje efektivitu transferu elektronu.
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- Pro strukturu a funkci cytochromu c¢ jsou dulezit¢ molekuly vody v uréitych
pozicich. Molekula vody W-1 se nachazi v blizkosti Met-80 a tvoii vodikové
vazby s Asn-52, Tyr-67 a Thr-78.

Jak jiz bylo pfipomnéno v predchozi kapitole, cytochrom ¢ ma svoji roli také

. 24
v apoptoze.

4.1.1. Molten globule cytochromu ¢
Zavislost UV-VIS spekter na pH roztoku cytochromu je zndma od roku 1941. Pét

forem je pozorovano v rozmezi pH 0-14 a jsou o&islovany I-V:*

pK, =042 pK,=250  pK, =935 pK, = 12,76
1 I 11T 1A A/

Za fyziologickych podminek je dominantni stav III, tedy nativni stav. Pod pH 2,5
v prostfedi HCI molekuly cytochrom ¢ nesou velky kladny naboj (+27). Repulze nabojt
zplisobuji destabilizaci terciarni struktury molekuly a jeji ndsledné rozbaleni (vznika
stav oznacovany II). Ale zvySenim iontové sily pridavkem =0,5M KCI nebo HCI
dochazi k stabilizaci struktury molekuly a tvorbé kompaktni MG. ZvySeni iontové sily
vede k elektrostatickym interakcim anionti a positivné nabitych skupin v proteinu a
k odstinéni zminovanych odpudivych sil. Schopnost chloridovych a jinych aniontii

stabilizovat v kyselém prostiedi denaturovany stav roste v poradi:

Fe(CN)g> > Fe(CN)s* >S0,* > CCLCOO > SCN™ > Cl04 > I > NO5 > CF;CO0™ >
Br >CrI

Rozhodujici roli ma predevs§im velikost naboje a v pripad¢ iontd se stejnym nabojem je
jejich potadi obracenou Hofmeisterovou fadou. Kyselina sirova a chlorista indukuji
ptechod do MG piimo. V odborné literatute se uvadi pro tuto MG také nazev A-stav (A
state, acid-induced state).”® >’ A-stav cytochromu ¢ je pomérné dobie charakterizovan.
Studie resonanéniho Ramanova rozptylu®™ a vymény protont™ umoznila detailng;si
pohled na rozsah zachovani jednotlivych helixii, terciarni struktury a nekovalentnich
interakci které strukturu stabilizuji. U MG dochazi k poklesu miry helicity z37% na
27%. Tii helixy, N- a C-koncovy a helix 60 jsou zachovany, zatimco dva kratsi helixy
50 a 70 a dlouh¢ smycky jsou flexibilni a rozbaleny. Stabilita uvedenych helixi v MG
spoc¢iva v zachovani urcitych stabilizujicich nekovalentnich interakci, které nalézdme i

v nativnim proteinu. Jedna se piredev§im o evolucné stabilni interakce mezi Gly-6/Phe-
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10 a Leu-94 a patrové interakce mezi Phe-10 a Tyr-97. Na stabilitu MG maji vliv

interakce a vazby mezi postrannimi fetézci aminokyselin a hemovou skupinou:

- koordinac¢ni vazba mezi His-18 a atomem Zeleza

- van der Waalsovy interakce mezi Leu-94 a Leu-98 a methylovou skupinou B
pyrrolového kruhu

- van der Waalsovy interakce mezi Leu-64 a Leu-68 a pyrrolovym kruhem

- van der Waalsovy interakce mezi Arg-91 a Met-65

- iontovy par Lys-99 a Glu-61

- kovalentni vazby scysteinovymi zbytky upeviiujici hemovou skupiny

v hydrofobnim jadru

Interakce dtlezité pro stabilitu helix 50 a 70 jsou v MG mnohem slabsi nebo jiz vitbec

neexistuji:

- vodikové vazby tyrosinovych zbytki Tyr-74 s molekulou vody a Tyr-67
s atomem siry Met-80

- vodikové vazby Trp-59 a Tyr-48 s propionatovou skupinou A pyrrolového
kruhu

Molekuly porfyrin-cytochromu ¢ (bez atomu Zeleza) a apocytochromu ¢ (bez hemové
skupiny), kde koordinacni vazba His-18 chybi, jsou méné stabilni jako cytochrom c.
Apocytochrom ¢ je vrozsahu pH 2-9 denaturovany a MG tvofi v roztoku s vysokou

. 7 3,30
iontovou silou.™

Sorettiv pds v hemoproteinech odrazi spinovy stav Zeleza a je proto uzite¢ny
k sledovani zmén v jeho koordinaci a struktufe okoli. Vhodnd metoda pro studium
koordinace Zeleza je i EPR. V nativnim stavu se Zelezo nachéazi v nizkospinovém stavu
His-18-Fe-Met-80 a maximum Soretova pasu je pii A = 410 nm. Po denaturaci
kyselinou jsou oba axialni ligandy vytésnény a nahrazeny Uplné nebo castecné vodou.
V denaturovaném stavu se pak zelezo nachazi ve smési vysokospinovych stavii His-18-
Fe-H,O , H,O-Fe-H,O a pentakoordinovaného H,O-Fe- a poloha maxima se posouva
kA =394 nm. V A-stavu je atom zeleza tvofen smési stavii vysokospinového — His-18-
Fe-H,0, dvou nizkospinovych — His-18-Fe-His, His-18-Fe-Met-80 a His-18-Fe- a
pozice maxima je u 397 -402 nm. His jako druhy ligand v nizkospinovém stavu je

pravdépodobné His-26 nebo His-33.2% 31
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Cytochrom ¢ obsahuje jeden zbytek tryptofanu, v pozici 59. Tryptofan je pfirozeny
fluorofor vyskytujici se v proteinech. Nachazi se pobliz N- konce helixu 60 a je
v blizkosti hemové skupiny. V nativnim stavu je jeho fluorescence uplné zhaSena prave
hemovou skupinou. ZvétSeni vzdalenosti mezi Trp-59 a hemovou skupinou po
denaturaci vede k nartstu intenzity fluorescence. Po zvySeni iontové sily a piechodu do
MG se tryptofan a hemova skupina dostdvaji opét do vzajemné blizkosti a intenzita
fluorescence klesa. Kromé toho je na okoli tryptofanu citlivd poloha emisniho maxima.
U pohibeného tryptofanu se nachdzi pii A = 335 nm. U odkrytého tryptofanu se

pozoruje rudy posuv maxima az k A = 350 nm.**

Casteéné sbaleny stav podobny MG se akumuluje v roztoku 2 M Gdn-HCI nebo 4 M
mocoviny. Latypov a spol.’> charakterizovali tento stav cytochromu, ozna¢eny jako I,
pomoci 2D NMR, CD a UV-Vis a fluorescencni spektroskopie. Zjistili velkou
podobnost s MG stabilizovanou anionty v kyselém prostiedi, a to jak u WT-cytochromu
¢ (wild type), tak u rekombinantniho H33N. Pomoci tohoto experimentu potvrdili, Ze
His-26 je jeden z ligandli nizkospinového stavu zeleza v MG a ze His-33 nebo lysinové

zbytky v okoli hemové skupiny se na koordinaci neztc¢astiuji.

Celkovy tvar MG je kompaktni a globularni. Jeji gyra¢ni polomér je jen o 30% vétsi
nez polomér molekuly v nativnim stavu. Zna¢né flexibilni terciarni struktura si udrzuje

jisty fold podobny nativnimu proteinu.*

4.1.2. Dalsi vyskyt molten globule u cytochromu ¢
Stabilizovat denaturovany cytochrom ¢ mohou i alkoholy’', glycerol, sacharidy nebo
cukerné alkoholy.’® Efekt alkoholti v roztoku trifluoroctové kyseliny s pH 2 stoupa

v poradi:
Butanol > propanol > ethanol > methanol.

Cim vétsi efekt, tim niz§i koncentrace je potiebnd k indukci pfechodu do MG.
Maximum Soretova pasu u MG stabilizovanych alkoholy resp. glycerol je pii A = 398
resp. 405 nm, coz je mirné odlisnd hodnota nez u MG stabilizovanych solemi. V MG
stabilizované alkoholy se zelezo nachazi ve smési nizkospinovych a vysokospinovych
stavil, ale jen v nizkospinovém stavu je v MG stabilizované glycerolem. Odlisné

chovani od MG stabilizované solemi se projevuje také v schopnosti vazat ANS.
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Vzhledem k t&mto faktiim Naeem a spol.*' ozna¢ili MG stabilizovanou alkoholy v praci

jako I;. Vyskyt této MG a A-stavu u cytochromu c je ptikladem heterogenity MG.

Za nativnich podminek po malém pfidavku denaturaniho ¢inidla se v roztoku
cytochromu c tvofi ¢astecné rozbalené konformace podobné MG. Molekula se rozbaluje
vzdy po jistych strukturnich castech, coz poukazuje na sekvencni model sbalovani.
Nejvic rozbaleny meziprodukt ma zachovany pouze N- a C- koncovy helix a pfipomina

vlastnostmi meziprodukt v rané fazi sbalovani.”’

Indukovat pfechod do stavu podobného MG dokaze kyselina olejova i SDS.** ** %

Spektralni zmény detekované pomoci cyklické voltametrie, fluorescen¢nich, CD, UV-
VIS spektroskopickych technik a rezonan¢niho Ramanova rozptylu potvrdily zmény
v terciarni struktufe v komplexu s kyselinou olejovou pii neutrdlnim pH. K vazbé
mastné kyseliny dochazi v blizkosti tunelu vedouciho od hemové skupiny na povrch.
K této vazbé pfispivaji elektrostatick¢ interakce disociované karboxylové skupiny
s bazickou aminokyselinou Lys-72 a interakce hydrofobniho fetézce kyseliny s jesté
neidentifikovanym shlukem hydrofobnich aminokyselin. Potencidlni vazebni oblasti
jsou sekvence 43-46 nebo 81-85. Koordinacni vazba Met-80-Fe je pferuSena a zelezo se
vaze na novy ligand, podle autorti studie pravdépodobné Lys-73. Nedochazi ke zméné
spinového stavu zeleza. Pfidavek ATP nebo dATP k tomuto komplexu indukuje zpétny
prechod do nativniho stavu.*” Podobny efekt méa kyselina olejové i na o-laktalbumin a
jeji komplex s proteinem v tumorovych buiikich indukuje apoptozu.'®'® Indukce
apoptdzy je u cytochromu ¢ spojovana s jeho vazbou na mitochondridlni membranu a
zahrnuje perturbaci terciarni struktury a pfechod do stavu podobnému MG.
Elektrostatické interakce hraji zdsadni roli ve vazbé cytochromu na své redoxni partnery
a zéporn€ nabity povrch membrany. Vazebni misto v komplexu be; se sklada z 8 zbytki
kyseliny glutamové uspofadanych za sebou. Badatelé se pokouSeji in vitro imitovat
mikroprostiedi vazebnych mist pomoci negativné nabitych povrchi — liposoml
obsahujicich ziporné nabité fosfolipidy’”, anorganické, organické polyanionty nebo
syntetické polypeptidy.*' Polyvinylsulfat pii pH mensim neZ 4 indukuje konformaéni

zmény v molekule cytochromu a jeji pfechod do stavu podobného MG. Polyanionty:

- Destabilizuji strukturu cytochromu c.
- Zmensuji Tp, tepelného piechodu.

- S cytochromem c v kyselém pH interaguji ireverzibilng.
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Obecné, polyanionty mohou mit stabilizujici 1 destabilizujici efekt na strukturu
bilkoviny. V prvnim pfipadé¢ to zplsobuje Spatné sbaleni proteinu (anglicky
misfolding). Destabilizace Spatné sbalenych proteinti vede k ¢aste¢né sbalenym staviim
a naslednému sprdvnému sbaleni, ale také tieba k agregaci proteinu skrze interakce
exponovanych hydrofobnich aminokyselin a tvorbé amyloidl. Efekt polyaniontt souvisi
jak s elektrostatickymi interakcemi polarnich skupin, tak s hydrofobnimi interakcemi.
Na druhé strané, zvySend stabilita proteinu kvili vazbé na polyaniont zrychluje
sbalovani bilkoviny. Zesilené mezimolekularni interakce mezi bilkovinami mohou
vyustit do progrese amyloid6zy. Zavisi to pouze na konkrétni bilkoviné a polyaniontu,

, . 42,43
ktera varianta nastane.™

4.2. a-laktalbumin a lysozym

Lysozym a o-LA jsou malé bilkoviny slozené ze 129/130 (kufeci lysozym) resp. 123

* Jsou navzajem homologické a maji jednotny pavod —

(0-LA) aminokyselin.*
mluvime zde o tzv. a-laktalbuminové-lysozymové rodiné proteinii. Ta je d€lena do

tfech skupin - a-LA, lysozym C-typu (vazou Ca*") a ostatni lysozymy (nevazou Ca*").?

Strukturné se a-LA sklada z dvou domén, a a . Doménu a tvofi Etyfi a-helixy A-D

a tfi kratké 3o-helixy:

- A, aminokyseliny 5-11

- B,23-34

- C,86-99

- D, 105-109

- 3jo-helixy 12-16, 101-104 a 115-119

Doména f je tvofena tfemi antiparalelnimi B-hfebeny, jednoho 3io-helixu a dlouhymi
nepravidelnymi useky. V molekule a-LA jsou 4 disulfidové vazby, dvé znich drzi
domény spolu. V oblasti mezi doménami se nachazi vazebné misto pro atom véapniku
v oblasti mezi doménami. Toto misto pozlstava ze tii zbytka Asp (82,83 a 88 resp.
85,90 a 91) a dvou atoml karbonylového kysliku peptidové vazby (79 a 84). a-LA je
produkovan sekrecnimi buiikami v bradavkach saveti a funguje jako modifikator
specifity pro enzym galaktosyltransferasu, se kterou tvoii enzym laktosasynthetasu.

Tento enzym syntetizuje v Golgiho aparatu sekreénich bungk laktosu:*
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V prubehu reakce se tvoti f1—4 glykosidova vazba. Oligomerni a-LA/ a-LA v spojeni
s kyselinou olejovou se vyznaCuje cytotoxickou aktivitou, indukuje apoptézu

v tumorovych buiikdch a ma baktericidni tginky.'®'®

Lysozymy maji podobnou strukturu jako a-LA. Skladaji se rovnéz z dvou domén a
lysozymy C-typu vazou atom vapniku. Slepi¢i lysozym, ktery Ca’" nevaze, nema
zbytky kyseliny asparagové diilezité pro vazbu vapniku. Lysozymy B1—4 glykosidovou
vazbu na rozdil o-LA S$tépi - mezi N-acetylmuramovou kyselinou a N-
acetylglukosaminom, slozkami peptidoglykanu z bunécné stény bakterii. Hlavni funkci
lysozymu je ochrana pfed mikroorganizmy. Lysozym je produkovany epitelovymi

butikami, makrofagy a neutrofily.*®

4.2.1.Molten globule u a-laktalbuminu

U hovéziho o-LA vznikd MG pii riznych experimentdlnich podminkadch —
rovnovazny meziprodukt pfi rozbaleni proteinu vlivem ptidavku 2 M Gdn-HCI nebo 3
M mocoviny, c¢astecné sbaleny stav v roztoku HCl o pH < 3 (A-stav), v neutralnim
prostiedi po odstranéni atomu vapniku z molekuly (apo- a-LA) a teploté > 42 °C a pti
teplot¢ > 80 °C a neutrdlnim pH. Rozbaleni za zvySené teploty je reverzibilni
kooperativni proces probihajici bez jinych meziprodukt. Vznika v 0,1 M ekvimolarni
smési 4-chloro-1-butanolu a TFE. VSechny tyto stavy jsou si podobné a maji spole¢ny
znak — atom vapniku z molekuly disociuje.'"” *>*" V 0,5 M roztoku HFIP pii pH 7,0
vznikd MG s vétsim pomérem helicity a vétsi rigiditou struktury nez je MG v kyselém
roztoku.* MG je identicka s meziproduktem pti sbalovani a-laktalbuminu. Autofi

navrhli kinetické schéma sbalovani a-LA:
U—->MG—N

Prvnim krokem je rychly hydrofobni kolaps a tvorba stabilnich sekundarnich struktur.
MG se tvoii do 15 ms. V druhém pomalej$im krok vznikaji specifické nekovalentni

nativni interakce postrannich skupin aminokyselin.*
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Pomérné zajimava je funkce a vznik stavu HAMLET. Tento komplex vznika in vitro
asociaci apo-a-LA s nenasycenou mastnou kyselinou specificky na chromatografické
koloné, a to hlavné s kyselinou olejovou. Aktivni komplex nevznikne smichanim
kyseliny olejové s roztokem a-LA, anebo kdyZz se vexperimentu pouzije o-LA
s navazanym atomem Ca. Tento komplex indukuje apoptézu v tumorovych bunkach.
HAMLET ma podobné strukturni vlastnosti jako MG. Helixy v a doméné jsou relativné
stabilni, ale amidové skupiny B-listl pomérné ochotné v roztoku méni protony. Podobné
jako apo- oa-LA podléha HAMLET céastecné proteolyse pomoci subtilisinu,
chymotrypsinu, trypsinu a proteas V8 a Asp-N. Rychlosti §té¢peni HAMLET a apo- a-
LA jednotlivymi proteasami jsou trochu odlisné. '° Protoze svym chovanim za zvy3ené
teploty pfipomina spiSe apo- a-LA nez A-stav, nejedna se o pravou MG. V porovnani s
a-LA je HAMLET méné odolny proti denaturujicim podminkdm (mocovina).

. . o il 18
Denaturace neni vratnd a autofi se domnivaji 7

, ze se jednd o kineticky zachyceny
konformac¢ni stav a-LA ve spojeni s kyselinou olejovou. Kyselina olejovd v tomto

ptipade funguje jako ,,partner umoznujici zaujmout vhodny konformacni stav.

Limitovana proteolyza je ndstroj uZzitecny k mapovani konformacnich vlastnosti
bilkoviny. K proteolyze dojde, jen kdyz proteasa dokéaze vazat polypeptidovy fetézec se
specifickou sekvenci aminokyselin. Proteasy atakuji hlavné uplné¢ nebo ¢éstecné
rozbalené proteiny, protoze kvili dynamické struktuie u nich dochézi ke zptistupnéni
specifickych sekvenci, které proteasy rozezndvaji. Nativni proteiny jsou proto do velké
miry proti proteasam rezistentni. Pepsin §t€épi MG a komplex HAMLET na dvou
mistech mezi zbytky v pozicich 40-41, 52-53 a nasledné 103-104. Prvni dvé pozice se
nachazeji v 3 doméné a tfeti na rozhrani obou domén. Byla ovéfena flexibilita B
domény v souladu s ostatnimi fyzikdlnimi metodami. Rekombinantni protein desp-a-LA

bez B domény je proti hydrolyze mnohem odolngjsi.”

Pomoci metody CD se ukazalo stejné zastoupeni sekundarnich struktur v MG jako
v nativnim proteinu.’ Studie HX-NMR’' ukazala, Ze ve struktuie MG jsou relativnd
stabilni helixy A, B, C, D a 3j¢-helix, vSechno elementy a domény. Oproti nativnimu
stavu maji uvedené helixy dynamicky charakter. Tvorba nativnich helikdlnich prvki
v MG a-LA znamend pfetrvavani stabilizujicich interakci mezi nimi, protoze izolované
polypeptidové sekvence netvoii stabilni helixy. Zachovani foldu pfi prechodu
z nativniho stavu do MG se badatelé¢ snazili prokdzat pomoci pokust v redukénim

prostfedi, které umoznuje isomerisaci disulfidovych vazeb. Vysledky byly trochu
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nejasné a protichiidné. Creighton a Ewbank’ pracovali s o-LA se selektivnd
redukovanou vazbou Cys-6-Cys-120, ktery rovnéz tvoii MG. V molekule tohoto
laktalbuminu dochazi k preskupovani disulfidovych vazeb a tvorbé mnozstvi isomert
s podobnymi spektroskopickymi vlastnostmi. Usoudili, ze vysledek experimentu
napovida, Ze MG neudrZuje nativni topologii polypeptidového fetézce, ale spiSe se
nachazi v stavu sbalené¢ho nahodného klubka. Kim a spol.” pracovali s rekombinantnim
proteinem slozenym jen z aminokyselin 1-39 a 81-123, teda aminokyselin o domény.
V této bilkovin€ se v redukénim prostiedi tvoii disulfidové vazby charakteristické pro
kompletni nativni protein. Mutantni proteiny se selektivné nahrazenymi cysteiny bud’ v
a doméné nebo jen v f doméné ptinesly zajimavy vysledek. V a doméné se preferencné
tvofi nativni disulfidové vazby ale nikoliv v B doméné. Vysledek by mél byt diisledkem
existence nativniho foldu a domény. Ze se fold bilkoviny pii pfechodu do stavu MG

, . 1 35
zasadné neméni, ukazala metoda SAXS.

Pro stabilitu MG je vyznamné jedno ze dvou hydrofobnich jader vyskytujicich se
v nativnim stavu. Tento shluk je tvofen skupinami helixi A, B a C-koncového 3o
helixu. Druhé hydrofobni jadro, tzv. hydrofobni box, se v MG nezachovava. Studie
NOE NMR ale prokazala existenci jiného hydrofobniho shluku aminokyselin v MG,

ktery se v nativnim proteinu nevyskytuje. I tento shluk je daleZity pro stabilitu MG.>

Hovézi a-LA ma 4 tryptofanové zbytky a lidsky 3 — Trp-60, Trp-104 a Trp-118 jsou
spolecné a hovézi ma navic Trp v pozici 26. Trp-60 je v oblasti mezi doménami a je
vhodny ke studiu strukturnich zmén  domény. Trp-104 a Trp-118 se nachazi v a
doméng, jsou v nativnim stavu pohibené a s jinymi aminokyselinami tvoii hydrofobni
shluky. Jsou vhodné na studium kompaktnosti hydrofobniho jadra. Trp-60 v MG
lidského a-LA je ptistupnéjsi rozpoustédlu v disledku neuspotaddané  domény. Trp-
104 ve shluku hydrofobnich aminokyselin je jen o malo pfistupnéj$i rozpoustédlu nez
v nativnim proteinu. Trp-118 je naopak v MG nepfistupnéjsi a v pohtbené pozici.
VMG je dost terciarnich interakci potlacujicich subnanosekundové rotace
tryptofanovych zbytkl oproti plné rozbalenému stavu. Struktura MG je dost relaxovana
a umoziuje pomalejsi fluktuace segmentt sekundarni struktury.”® V hovézim nativnim
proteinu jsou vSechny tryptofanové zbytky pohibené v hydrofobnim jadru, v MG jsou 2

zbytky na povrchu proteinu v kontaktu s rozpoustédlem.
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Velikost a kompaktnost MG byla studovdna metodou SAXS. Zjistény gyracni
polomér Ry je 0 10% vétsi u MG (17,2 A) oproti nativnimu proteinu (15,6 A). Gyra¢ni
polomér plné denaturovaného proteinu v roztoku 8 M moc¢oviny ma hodnotu 30,0 A.
MG ma globularni sféricky tvar. Méné organizovand f doména teda jesté¢ neni plné
rozbalena a molekula jako celek zistava kompaktni®® Struktura MG o-LA se neda
vystihnout jedinou unikatni strukturou, nybrz je tvofena mnoha rychle proménlivymi

konformacemi. Je jasné, ze MG a-LA je vysoce dynamicky a flexibilni utvar.’

4.2.2. Molten globule u lysozymu
Na rozdil od a-LA je denaturace slepiciho nebo lidského lysozymu vlivem teploty,
mocoviny nebo Gdn-HCI vysoce kooperativni. K denaturaci dochazi pti 80 °C, v 5M
mocoving¢, 4 M Gdn-HCl a v methanolu/ethanolu v koncentraci 50% pii pH 2,0. Oba
stavy se li$i, denaturovany stav vlivem metanolu ma neobvykle vysoky obsah a-helixti.
Presto NMR spektra, SAXS a méfeni intenzity fluorescence pomoci sondy ANS
prokazalo, ze se o kompaktni stav nejednd. Bez ptidavku metanolu/etanolu nedochazi

k nardistu podilu a-helixu. Podobny riist a-helicity nastal p¥i renaturaci v ¢ase < 10 ms.>

Na za¢atku devadesatych let publikovali Buck a spol.”” nékolik studii, v kterych
prokézali a charakterizovali MG u slepi¢iho lysozymu v roztoku TFE. M4, jako a-LA,
obojakou strukturu - helikdlni prvky o domény jsou zachovalé a f doména je
kompaktni, ale znacné¢ flexibilni. Podobné¢ vznikd MG 1 v25% roztoku
hexafluoropropan-2,2- diolu (HFA). TFA a HFA maji silny stabiliza¢ni u¢inek na

. r 58, 59
proteiny ve vodném roztoku.”™

Fyziologicky vyznamna je schopnost lysozymu tvofit
oligomery a v delSim casovém tuseku agregovat do fibrilarnich struktur s vysokym
obsahem -listd. Podminkou oligomerizace a agregace je destabilizovani lysozymu.
Slepici a lidsky lysozym tvofi in vitro fibrily pti pH 2,0 a T = 60 °C v prib&hu dvou dni.
ZvySenim pH na hodnotu 3,0 se zvysi doba nutné k tvorb¢ fibril. Pii pH 4,0 se fibrily
netvori, protoze i pfi zahtati je lysozym v nativnim stavu. Tvorbé agregéatu predchazi
Castecné rozbaleni lysozymu a expozice hydrofobnich aminokyselin na povrchu. Jinou

moznosti destabilizace lysozymu jsou mutace. S timto mechanizmem agregace je

spojovana uloha lysozymu u né€kterych amyloidoz.

Lysozym z koniského mléka je lysozym C-typu a tvoii MG jako staly meziprodukt pfi
rozbalovani proteinu vplyvem Gdn-HCI, v kyselém prostiedi jako ¢aste¢né rozbaleny

stav a pti rozbaleni proteinu vplyvem zvysené teploty. Nevznikd v 0,1 M ekvimolarni
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smési 4-chloro-1-butanolu a trifluoroethanolu. U této MG se v mnohem vétSim méfitku
nez u cytochromu ¢ a a-LA vyskytuji specifické interakce aromatickych postrannich
skupin a jsou zodpovédné za kooperativu procesu teplotni denaturace. Stabilngjsi a vic
podobna nativnimu proteinu je MG lysozymu ze psiho mléka. a-LA a lysozym C typu
vazou vapnik, ten ale neni determinantou tvorby MG. Holubi¢i lysozym (z vajecného

bilku) je lysozym C typu a nepozoruje se zadny meziprodukt pii denaturaci.’

4.3.  Apomyoglobin

Myoglobin je monomerni hemoprotein slozeny 154 aminokyselin. Jeho tercidrni
strukturu tvoii 8 a-helixti A-H a ty tvofi tzv. globinovy fold. Vyskytuje se ve svalech,
kde reverzibilné vaze O, pomoci hemové skupiny a transportuje ho do mitochondrii.
Slouzi i jako jeho rezervoar v svalech pii hypoxygenich stavech. Odstranénim hemové
skupiny z molekuly myoglobinu dostaneme apomyoglobin (dale apoMb).®® Pii
neutralnim pH apomyoglobin tvofi strukturu podobné nativni struktufe myoglobinu, jen
struktura sekvenci, tvofici helix D, ¢ast helixu E, EF smycka a helix F, je ve vétsi mite
neuspoiadana.’’ ApoMb tvoii dva stavy MG — jeden v roztoku pti pH kolem 4 a druhy

pfi jesté niz§im pH pii vysoké iontové sile roztoku.

4.3.1. Molten globule pri pH 4

Pii neutrdlnim pH apomyoglobin tvofi strukturu podobné nativni struktufe
myoglobinu. Pfi snizovani pH v roztocich s malym mnozstvim soli se pozoruji dvé
zmény hydrodynamického poloméru objemu apoMb jako funkce pH. Prvni pfechod je
mezi pH 5,0-4,5 a druhy mezi 4,0-3,5. Dle CD spekter, v oblasti pH 4,0-4,5 existuje
apoMb vstave MG (I;), charakterizované ptitomnosti prvkiti sekundarni struktury,
kompaktni molekulou a ztrata specifické tercidrni struktury. Dalsi pokles pH pod
hodnotu 3,5 vede k uplné denaturaci. V MG jsou zachovany helixy A, G, H; helix F a
strukturu MG oproti nativnimu stavu.”> Studium FRET mezi tryptofanovym donorem
v helixe A a tyrosinovym akceptorem v H helixe prokéazal blizky kontakt uvedenych
helixt. Predpokladd se, Ze tyto helixy interaguji hydrofobnimi interakcemi a tvofi

kompaktni jadro v MG.’

Studie SAXS ukazala, ze gyra¢ni polomér R, je 0 30% a Stokestiv polomér R 0 20%
vétsi jako u nativniho proteinu. Pomér Ry/R; je citlivy ukazatel kompaktnosti molekuly

a jmenuje se p-faktor. Pro kompaktni molekulu globularniho proteinu vychazi hodnota
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asi 0,8 a pro ndhodné polypeptidové klubko 1,51. apoMb ma hodnotu p-faktoru 0,93.
MG apoMb je teda kompaktni molekula.™

4.3.2. Stabilizace denaturovaného apoMb solemi

ApoMb je pii pH 2 jiz kompletné denaturovany. Pfidavkem aniontu ve formé soli
nebo kyseliny se polypeptidové fetézec slozi do stavu MG. Princip stabilizace, vazby
aniontd na bazické aminokyseliny, je podobny jako u cytochromu c¢ nebo -
laktalbuminu. MG stabilizovana chloridy MG(CI) je podobnd MG v roztoku s pH 4.
MG stabilizovana pomoci trichloroctové kyseliny MG(TCA) ma odlisné vlastnosti.*
Spolu s helixy A, G, H tvofi ctvrty helix B. Je kompaktnéj$i a ma mensi sklon
k agregaci nez pH 4 MG.’ Kataoka se spolupracovniky” studovali MG(CI) pomoci
techniky SAXS. Vysledky jsou shrnuty vtabulce 2. Z hodnot gyracnich poloméra
vyplyvé, ze TCA-MG je velice kompaktni. HCI-MG ma velkou tendenci k agregaci a
ziskana hodnota gyra¢niho poloméru je tim znacné ovlivnéna. TCA-MG jsou sice
globularni ale nesférického tvaru, spi§ protdhlého tvaru s kompaktnim jadrem na jedné

stran¢ molekuly a flexibilnim koncem na druhé strané.

Tabulka 2. Hodnoty gyra¢nich poloméri, tvar molekuly a zastoupeni a-helixt v apoMb (pFevzato z cit. 35)

Stav R, (A) Tvar a-helix (%)
apoMb nativni stav 19,7+0,6 globularni 55
MG(TCA) 23,141,3 globularni 45
MG(CI) 44.8 - 28
Denaturovany stav (Gdn-HCI) 35,8+1,0 fetézec 0

4.4. Ribonukleasa HI

Ribonukleasa HI (RNasa HI, EC 3.1.26.4) z Escherichia coli je o+f protein slozeny
ze 155 aminokyselin. Je to ¢len rodiny RNas H $tépici specificky RNA z hybridni
molekuly RNA-DNA. Molekulu tvoii jedna doména a neobsahuje zadné disulfidové
vazby. Terciarni struktura RNasy H tvofi tzv. polynukleotidtransferasovy fold. Funkce
v bakteriich neni pfesné¢ znama. Virové RNasy H jsou jako doména soucasti reversni

transkriptasy.

MG RNasy HI popsali v roce 1994 Dabora a Marqusee.”” Pouzili rekombinantni

protein, ve kterém nahradili 3 cysteiny v molekule alaninem. Monitorovali CD signal
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(A =222 nm) RNasy HI v zavislosti na pH. Z titracni kiivky je vidét zména signalu pti
pH 2. Podle hodnot elipticit neni protein pod pH 2 denaturovany, ale existuje v stave
MG se zachovalymi prvky sekunddrni struktury. Pomoci fluorescenéni sondy ANS
prokéazali, ze v molekule jsou pfistupné shluky hydrofobnich aminokyselin a tedy
terciarni struktura proteinu neni tak rigidni jako v nativnim stavu. ANS se vaze na
ptistupné klastry postrannich fetézcli aminokyselin v nativnim stavu tak v MG. V
denaturovanych proteinech se ANS na tyto shluky sice taky vaze, ale fluorescence je
zhésena okolnimi molekulami rozpoustédla. Ze sedimentacnich experimentt vyplynulo,
ze MG je kompaktni podobné jako nativni stav, na rozdil od denaturovaného. MG

RNasy HI neagreguje ani pfi vyssich koncentracich proteinu.

Struktura popsané MG je podobnd jako u meziproduktu v pocatecni fazi sbalovani
proteinu. Struktura MG zahrnuje flexibilni helixy A a B tvofici hydrofobni jadro.
Ostatni prvky sekundarni struktury jsou méné stabilni. Vyména protonti v helikdlnich

strukturach ukézala znatné rozdily indikujici nekooperativni strukturu MG RNasy HI.’

4.5. B-laktoglobulin

Hovézi B-laktoglobulin (déle jen B-LG) je protein sloZzeny ze 162 aminokyselin. Pti
fyziologickém pH tvoii dimer. V své molekule obsahuje 2 disulfidové vazby. Molekulu
tvoii 9 antiparalelnich B-hfebent A-I a jeden a-helix. V duting, kterou uzaviraji listy A-
D z jedné strany a listy E-H z druhé, se nachazi vazebné misto. Tento fold proteinu se
nazyva B-Skeble. Patii do Siroké proteinové rodiny lipokalint. Lipokaliny vdzou malé
hydrofobni ligandy a slouzi tak jako jejich transportéry. pB-laktoglobulin se vyskytuje
v mléku prezvykavcei, ale ne u vSech druhii. Chybi napt. u clovéka, krysy nebo
zajicovci. Jeho presna funkce, jako je to u jiného proteinu z mléka a-laktalbuminu, neni

. Y . . . 63
znama. Dobfte vaze retinol, mastné kyseliny a cholesterol.

MG konského B-LG vznikd okyselenim roztoku pod pH 2, pKa pfechodu je 2,3.
Podle CD a NMR spekter se sekundarni struktury zachovavaji, ale nezachovava se
pevna terciarni struktura.’ Podle hodnot hydrodynamickych polomérii je MG kompaktni
podobné jako nativni stav (tab. 3, dal$i strana). M4 tendenci zvolna agregovat v
disledku  interakci  odkrytych  hydrofobnich  aminokyselin nebo  tvorbou
intermolekularnich disulfidovych vazeb. Je zajimava v porovnani s MG jinych proteind

pfitomnosti mnoha helikdlnich struktur které v nativnim proteinu nenajdeme.
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MG konského B-LG se pozoruje taky v roztocich o pH 3,2 s pridavkem denatura¢niho

&inidla.**
Tabulka 3. Podil sekundarnich struktur v riznych stavech p-laktoglobulinu a

jejich hydrodynamické poloméry

stav a-helix (%) B-list (%) Rs (A)
nativni stav 9 41 17,5
A-stav 20 28 22,6
nativni stav (X-Ray) 6 44 -

Rozbalovani hovéziho B-LG je pochod jednostupnovy a meziprodukty jsou velmi
nestalé. Je mozné je stabilizovat pomoci TFE nebo snizenim teploty. Hydrofobni jadro
v MG je pravdépodobné tvofeno 4 stabiln¢jSimi hiebeny A, F, G a H. Polypeptidové
fetézce tvorici 3 listy C, D a Castecné A maji tendenci v nenativni terciarni struktuie
tvofit misto listd helixy. Jelikoz se v prabéhu renaturace B-LG z koncentrovaného
roztoku Gdn-HCI podatilo prokdzat meziprodukt s rovnéz neobvykle vysokym podilem
a-helikalnich struktur, MG lze ztotoznit s timto meziproduktem. Proto je B-LG dobrym

modelem pro vysvétleni promény a- do p-struktur, ktera hraje roli u nékterych chorob.

ZvySeni podilu a-struktur indukuji alkoholy, organické rozpoustédla, fosfolipidové
dvojvrstvy a micely. Kanijal a spol.% studovali efekt tii alkoholi na p —LG v prostiedi
HCI (pH 2) a laboratorni teploty. Systémy studovali pomoci fluorescence, CD spekter a
ultrazvuku. V roztoku 20% propan-2-olu, 14% TFE, 4% HFIP ptechazi B —LG do stavu
MG. Pii téchto koncentracich alkoholi je maximum pozorované fluorescence ANS a
zména kompresibility proteinu. Syntetické micely spontanné formované v roztoku
povrchové aktivni latky DDAB-DTAC indukuji proménu f — o vhovézim B-LG a

stabilizuji netpIng sbaleny stav - MG.%* ¢’

4.6. Karbonatanhydrasa

Savéi karbonatanhydrasa (EC 4.2.1.1) je monomerni metaloenzym obsahujici ve
svém aktivnim misté zinek. 11 isoforem tohoto enzymu v organismech savct tvoii a-
ttidu. Rostlinné enzymy patii do tfidy B a maji zcela jinou strukturu a funkci. Katalyzuje

reverzibilni hydrataci oxidu uhli¢itého:
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karbonatanhydrasa

CO, + H,0O » HC T+ H

Vyznacuji se 1 esterasovou aktivitou ¢ehoz se vyuziva pii stanoveni jeji aktivity. Hlavni
funkci u savci je udrzovat fyziologické pH pomoci tzv. hydrogenuhli¢itanového

pufiu.®®

Z CD spekter v daleké UV oblasti je v molekule sav¢i karbonatanhydrasy 35% podil
B-listt. Podle ORD a CD spekter v blizké a daleké UV oblasti, je karbonatanhydrasa B,
lidskd 1 hovézi, vstavu MG vroztoku HCIOs opH mezi 1,5-3,6. Z titracni
kiivky vyplyva pKa tohoto prechodu hodnota 4. MG vznika pii neutralnim pH a
laboratorni teplot¢ v 0,5-2 M Gdn-HCIl. ZvySenim koncentrace Gdn-HCl na 5 M
dochazi k uplné denaturaci.”” MG pii kyselém pH a v pritomnosti Gdn-HCI jsou si
podobna, jak vyplyvd ze spekter CD. V obou ptipadech enzym tupln¢ ztratil svoji
aktivitu. MG ziskame z denaturovaného stavu v 8 M mocoviné pii pH 2 dialyzou proti
roztoku kyseliny chloristé. Pfimy pokus o renaturaci zfedénim konci agregaci proteinu.
Popsané MG jsou podobné s meziproduktem tvofenym pti sbalovani proteinu z 5-6 M
Gdn-HCI roztoku.” Méfenim kinetiky denaturace a nasledné renaturace pomoci CD

vUV oblasti a enzymové aktivity bylo sestaveno kinetické schéma platné pro

karbonatanhydrasu:
{1 M GAn-HCD
T L Tk
AN e
R R
S RN
L PN
NPl o B
) ,7‘// e ", k}\\:-f
‘?{F\ P 7NN
rad Sy,
rycale (222, 270 nim, CA)
MO M Gdn-—Ch = = UHS M Sdn-HCH

ryhle (228 ), pomsly 270 am EA)

Obrazek 7. Schéma denaturace a renaturace karbonatanhydrasy méfena pomoci metody CD p¥i 222 a 270

nm, N = nativni stav, U = denaturovany stav, I = MG, EA = esterasou aktivita (pievzato z cit. 13)

Studium denaturace proteinu za niz$ich teplot ukdzalo zajimavy fakt. Za laboratorni
teploty denaturace karbonatanhydrasy pomoci Gdn-HCI dvoustupiiovy déj z MG jako

! se podatilo pomoci metod FPLC a méfeni

meziproduktem. Uverskému a Ptitsynovi
fluorescence pii 4 °C rozlisit pfi rozbalovani proteinu dva meziprodukty s odliSnymi
vlastnostmi. Jeden z téchto stavii nazvali ,,pre-MG®. Uversky a Ptitsyn vypocitali
zastoupeni jednotlivych stavll proteinu a koncentraci denaturacniho Cinidla, u které je
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zastoupeni jednotlivych forem maximalni. Pouzitd chromatograficka metoda umoznila

odhad Stokesova hydrodynamického poloméru (tab. 4).

Tabulka 4. Charakteristiky karbonatanhydrasy p¥i riznych koncentracich ¢y Gdn-HCL Rg -

hydrodynamicky polomér. (pievzato z cit. 71)

¢ (Gdn-HCl, M) 0 1,32 1,74 6
Rs 23,0 (=Rsn) 26,4 30,7 52,4
Rs/Rsn 1,00 1,15 1,33 2,28
stav nativni MG pre-MG rozbaleny

Oba stavy spliuji definici MG, jen ,,pre-MG* je objemné&j$i nez prvni stav. ,,Pre-MG*

se ztotoznuje s meziproduktem v pocatecni fazi sbalovani a méni se v MG.

4.7. Stafylokokova nukleasa

Stafylokokova nukleasa (SNasa, EC 3.1.4.7) je protein z bakterie Staphylococcus
aureus slozeny se 149 aminokyselin. Jako kofaktor je na enzymu navdzany atom
vapniku. Je to zasadity protein s isoelektrickym bodem 9,62+0,08.7* ™ Pii titraci HCI se
chova podobné jako cytochrom c. Kyselina enzym denaturuje a v této formé se také
nachazi pii pH 2. Dalsi ptidavek HCl nebo KCI — obecné zvySeni iontové sily —
indukuje pfechod SNasy do stavu MG. Chloridovy anion ma tedy na molekulu SNasy
stabilizujici uc¢inek. I v ptipadé SNasy se MG v kyselém prostiedi nazyva A-stav. Ze
spekter CD v daleké UV oblasti lze usoudit, ze v A-stavu existuje vysoky podil
sekundarnich struktur, ale tvarem spektra v blizké UV oblasti pfipomind denaturovany
stav. Podil sekundarnich struktur ovéfili experimentatoii pomoci FT-IR. Pro nativni stav
dostali hodnoty v dobrém souhlasu s hodnotami, které pro protein poskytuje rentgenova
krystalografie. V MG dochazi k poklesu podilu helikdlnich struktur a nartistu podilu -
listt (tab. 5).

Tabulka 5. Zastoupeni sekundarnich struktur v riznych stavech stafylokokové nukleasy. Rg -

hydrodynamicky polomér (pfevzato z cit. 74)

a-helix (%) B-list (%) B-otocka (%) | R (A)
nativni stav 25 44 17 18
A-stav 16 53 17 25
nativni stav (X-Ray) 27 39 15 -
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MG silné fluoreskuje v roztoku spole¢né s ANS, takze molekuldm ANS jsou pfistupné
shluky hydrofobnich aminokyselin. Pfechod moZzno indukovat i pomoci jinych aniontt.
Jejich efekty se lisi. HexakyanoZelezitan zpisobuje jiz v relativné malych koncentracich
0,3 mM agregaci. Pro¢ maji anionty rizny efekt neni pIn€ jasné. Je to mozna vysledek
specifickych vazebnych mist pro zaporné nabité anionty v molekule proteinu. Nejasny
je 1 samotny stav a konformace proteinu. Rozdil v podilu nativni sekundarni struktury
Ize vysvétlit: (1) rozdilnymi konformacemi proteinu nebo (2) pfitomnosti rovnovazné
smési denaturovaného stavu a MG. Rlzny anion pak posouva tuto rovnovahu na jednu
nebo druhou stranu. Kompaktnost struktury se ovétila pomoci FPLC chromatografie.
Hydrodynamické poloméry pro nativni a MG jsou podobné a odlisné od

denaturovaného stavu (40 A)."™

Uversky” prokéazal, e pifi kyselém pH se tvoii ve skutenosti 3 stavy podle
ptidaného stabilizujiciho aniontu a oznacil je A;, A, a Az. Tyto stavy se navzdjem mezi
sebou lisi obsahem sekundéarnich struktur. A; vznik4 po pifidavku KCl do koncentrace
0,6M nebo Na,SO4 do koncentrace 0,1M. Je to nejméné kompaktni a usporadany stav.
Stav A, vznika po ptidavku trifluoroctanu sodného a je kompaktni s vysokym podilem
sekundérnich struktur (70%). V ptitomnosti 50 mM trichloroctanu sodného vznika stav
A3, velmi podobny nativnimu stavu. ZvySeni intenzity fluorescence po navazani ANS
sondou signalizuje, ze vSechny tfi stavy jsou ¢astecné sbalené. Navic, dalSim ptidavkem
soli se indukuji dimerizace az oligomerizace a nasledné precipitace bilkoviny (obr. 5,
dalsi strana). Podle FT-IR spekter se s tvorbou dimertii a oligomerti v molekule SNasy

zvysuje podil sekundarnich struktur a dochazi tak k stabilizacim molekuly.
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Obrazek 8. Pribéh molarnich elipticit pfi 222 nm u stafylokokové nukleasy (pirevzato z cit. 75)

4.8. p-laktamasa

Nekteré bakterie maji schopnost syntetizovat B-laktamasu (EC 3.5.2.6). Enzym
z kmene PC1 Staphylococcus aureus je protein obsahujici 257 aminokyselin. Ve své
struktufe neobsahuje zadné disulfidové vazby. St&pi kruh v B-laktamovych antibiotikech
a jeji funkce je tedy ochrannd. Je nékolik tfid B-laktamas. Ttida B jsou metaloproteiny
s atomem zinku, t¥ida A jsou enzymy se serinem v aktivnim mist&.”° Robson a Pain’’
studovali B-laktamasu pomoci diferenénich UV-VIS a ORD spekter, viskozity a
enzymové aktivity. V roztoku 0,8 M Gdn-HCI pozorovali stav podobny MG, ktery
nazvali stav H. Stav H ma shodny podil a-helikdlnich struktur jako nativni protein, je
expandovany oproti nativnimu stavu a vSechny tyrosinové zbytky jsou pfistupné
rozpoustédlu. Goto a spol.** zkoumali tvorbu MG u B-laktamasy 1 z bakterie Bacillus
cereus. Ta je v prostiedi HCl s pH 2 denaturovana. ZvySenim iontové sily piidavkem
HCI do roztoku indukuje zménu rozbaleného klubka do A-stavu, podobné jako u

cytochromu ¢ a apomyoglobinu. Chloridovy anion ma stabilizujici G¢inek. A-stav [-
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laktamasy, na zékladé hodnot hydrodynamickych polomért, ma kompaktni strukturu.
MG ma o 10% a denaturovany stav o 113% vétsi hydrodynamicky polomér jako nativni
stav. Podobné lze ptechod indukovat i s KCl, Hodnoty pKa ptfechodu pro HCI i KCl je
1,6. Stav B vznikd zvySenim iontové sily pridavkem KCI pii pH 12,2. Flexibilni
uspofadani terciarni struktury stavi A a B potvrdila velkd intenzita fluorescence

s pouzitim ANS jako sondy.**"®
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5. UV/VIS spektrofotometrie

Pti  spektrofotometrickych  méfenich  studujeme  absorpci resp. emisi
elektromagnetického zareni latkou. Ve své praci jsem pracoval s absorpci latkou
v ultrafialové a viditelné oblasti spektra. Popis spektrofotometrickych technik Ize najit
v mnoha monografiich a skriptech, ja jsem vychéazel z knihy Kodi¢ka a Karpenka' a

skript Anzenbachera a Kovaie.”

Ultrafialova (UV) a viditelna (VIS) oblast elektromagnetického spektra je rozmezi
vlnovych délek 100- 750 nm. Klicovy vyznam pro absorpci v ultrafialové a viditelné
oblasti spektra maji prechody elektronii ze zékladniho stavu do excitovaného. Kvili
kvantovani energie jednotlivych hladin mtze latka pohltit jen ty fotony, jejiz energie

odpovida rozdilu energii hladin:
E=hv (1)

Kde h je Planckova konstanta a v je frekvence elektromagnetického zatfeni. Ve
spektrofotometrii Castéji pracujeme s vinovou délkou A nebo vinoctem. Elektronové
pfechody provéazeji prechody mezi vibra¢nimi a rotacné-vibra¢nimi hladinami, takze

celkova energie je slozena z ptispévki:

E=E.+E,+E, (2)
Velikosti jednotlivych ptispévkill jsou nasledujici:

E>E, > E, 3)

Proto elektronova spektra netvoii soubor nékolika ostrych linii, ale soubor pasi, které
jsou obdlkou jemné struktury pasu dané (v rdmci jednoho elektronového ptechodu)
fadou vibracnich a rotacnich ptrechodl. Jemna struktura spekter se zvyraziuje pii nizsi
teploté. V kondenzovaném stavu jsou jednotlivé molekuly ovlivnény vzajemnymi
srazkami a solvataci. Tyto srazky a solvatace ovliviiuji energetické hladiny. Protoze
kazda molekula je ovlivnéna jinak, vytvéareji navzdjem posunuta individudlni spektra
vlastné¢ kontinualni spektrum. Tvar a intenzita spekter molekul zavisi na prostiedi,

v némz se molekuly vyskytuji.

Absorpce zateni v UV/VIS oblasti jsou zplisobena ptechody z n vazebnich orbitalti do

nevazebnich — m — 7', které jsou nejintenzivngjsi. Tyto piechody jsou charakteristické
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pro molekuly s ndsobnou vazbou. Dalsi vyznamné piechody jsou z nevazebnich orbitalti
n— 1 an— o. Ty mohou nastat u molekul obsahujici heteroatom (kyslik, sira,
dusik). Prechody z vazebnich o orbitali vyznamné nejsou, protoze se nachazeji ve

vakuové UV oblasti, kde absorbuje molekulovy kyslik i anorganické ionty.

Vsechny ptechody se tykaji molekuly jako celku. Pfesto lze na makroskopické
urovni pfiradit prechody né€kolika atomim nebo skupindm atomd tvofici tzv.
chromofory. V biologickych makromolekulach existuje n€kolik typickych chromofort.
Peptidova vazba absorbuje v oblasti 200-225 nm, baze nukleovych kyselin ptiblizné pti
260 nm, aromatické aminokyseliny v oblasti okolo 280 nm. Pfi 340 absorbuje
NAD(P)H a voblasti mezi 400-420 nm hemoprotein (Soretliv pas). Ve spektru
fenylalaninu se vyskytuji absorpéni maxima pti 188, 206 a 261 nm. Absorp¢ni spektrum
tryptofanu obsahuji n¢kolik maxim, nejvyznamnéj$i jsou maxima pii 280 a 286 nm.
Poloha maxim tyrosinu zavisi od pH. Maxima nedisociovaného tyrosinu lezi pti 193,
222 a 275 nm. Pii disociaci hydroxylové skupiny dojde ke zvySeni intenzity a k posunu
maxim k vy$§im vinovym délkdm 200, 240 a 293 nm. Minoritni pfispévky
v absorp¢nich spektrech pochdzi od histidinu a aminokyselin obsahujicich siru. Ostatni
ptispévky jsou prekryty silnéji absorbujicimi chromofory, hlavné aromatickymi
aminokyselinami a peptidovou vazbou. Kromé aminokyselinovych zbytkil a peptidové
vazby mohou v UV/VIS spektrech absorbovat i jiné soucasti proteint napt. kofaktory a

prostetické skupiny.

Vysledné UV/VIS absorpéni spektrum nelze nahradit sumou ptispévkl jednotlivych
chromofort. Redlnd spektra bilkovin odrdzeji nejen jeji slozeni, ale i jeji konformacni
stav. Jelikoz poloha absorpénich past je pro dany chromofor citlivd na polaritu
prostiedi, je studium zmén poloh a intenzit past velice zajimavy. K zptistupnéni

informace z UV/VIS se pouZivaji techniky diferen¢ni a deriva¢ni spektrofotometrie.

5.1. Derivaéni spektrofotometrie

Derivaéni spektrofotometrie je obecné pouzivanou metodou pro zvyraznéni detailil
pribéhu zaznamu, piesné ureni polohy maxima absorpéni kiivky, analyzu
multikomponentnich smési ¢i k zvyraznéni piekryvajicich se pikli. Vychozim bodem je

Lambertuv-Beeruv zakon:

A=¢cl 4)
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Derivaci vztahu (4) podle v vinové délky A ziskame:
- =cl— (5)

Pro obecné n-tou derivaci dostaneme:

a™4 d"e

=l (©)

dan “'dan

Spole¢nou vlastnosti derivaci absorpcnich spekter je jejich linedrni zavislost na

koncentraci. Zékladni vlastnosti derivacnich spekter jsou:

1) Maximum na zékladni kiivce odpovidd u spekter lichych tadt praseciku
s nulovou linii a u spekter sudych fadu extrému funkce

2) Inflexni bod na zédkladni kifivce odpovidd extrému u spekter lichych tadu a
prasecniku s nulovou lini u spekter sudych adi

3) S rostoucim fadem derivace pribyvaji dalsi extrémy

4) S rostoucim fadem derivace jsou pasy ostiejsi

Derivacni zdznam spektra je dnes ziskavan elektronicky, pouzitim derivacnich ¢lend u
klasickych registracnich spektrofotometri. V tomto piipadé se derivace podle vinové
délky nahrazuje derivace podle Casu. Musi byt splnéna podminka, ze Casovy posun
vlnovych délek je konstantni. Druhou moznosti je numericky vypocet podle vinové

délky pomoci ptislusného programu. Tomu pfedchazi zdznam spektra.

Pro kvantitativni analyzu vzorku se pouzivd druhd nebo Ctvrtd derivace. Na osu y je
mozné vynaSet vysku derivacniho piku vzhledem k nulové linii (DZ), vysku
postranniho maxima pti nizsi vinové délce (DS), vySku postranniho maxima pii vyssi

vlnové délce (DL) nebo k priméru vysek obou maxim (DB, obr. 9, dalsi strana).
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2. derivace

Spektrum

Obrazek 9. Kvantitativni vyhodnoceni derivacnich spekter (pievzato z materiali prof. Hudecka)
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6. Material a metody

6.1. Pouzité chemikalie
Cytochrom c (z koiiského srdce) od firmy Loba Feinchemie jsem pouzil bez dal§ich

Giprav a &isticich postupt. NaCl a NaH,PO,.12H,0 byly od firmy Lachema (CR) &istoty
p.a. Aceton od firmy Lach-Ner (CR) byl &istoty p.a.

6.2.  Laboratorni pristroje
Spektrofotometr HP 8453, Agilent Technologies (USA)

Automatické pipety, Nichiryo (Japonsko)
Analytické vahy Ohaus Discovery, Schoeller (Svycarsko)
pH metr model 370, ATI Orion (USA), kalibrovany standardnimi pufry vyrobce

magnetickd michacka Variomag Monotherm (Némecko)

6.3. Metody

6.3.1. Priprava pufri a roztoki
1. Pfipravil jsem 4 zakladni pufraéni roztoky 5 mM fosfitu rozpusSténim

krystalického NaH,PO4.12H,0 v destilované¢ vodé, ze kterych jsem vychazel.
Roztoky jsem dotitroval 2 M roztokem HCI do kone¢né hodnoty pH podle
tabulky ¢. 8 a doplnil do objemu 1000 ml.

Tabulka 6. PFiprava 5 mM pufra¢nich roztoki s riiznym pH

pH Navazka NaH,PO,4.12H,0 (g) Objem 2 M HCI (ml)
1,90 1,7905 15,0
2,10 1,7905 8,0
2,30 1,7905 52
2,60 1,7905 3,2

2. Pro studium efektu iontové sily na konformaci cytochromu ¢ pro 4 hodnoty pH
jsem do 500 ml kazdého ze 4 pufracnich roztokl z pfedchoziho bodu piidal 14,61
g NaCl (do koncentrace 0,5 M). Spektra cytochromu ¢ v téchto pufrech jsem

porovnaval v moji praci se spektry cytochromu c v pufrech bez pfidavku NaCl.
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3. Spektra jsem méfil pti dvou koncentracich cytochromu ¢ — 0,5 mg/ml a 0,05
mg/ml.

6.3.2. Méreni absorpc¢nich spekter
Absorpéni spektra jsem méfil na diode-array spektrofotometru HP 8453

s nasledujicim nastavenim:

2. Rozsah vlnovych délek 190-1100 nm — ovladaci program Chemstation sice
umoziuje omezeni rozsahu vinovych délek, ale to se tyka jenom vystupnich dat.
Ptistroj ve skutecnosti vzdy méti cely dostupny rozsah vinovych délek.

3. Integracnicas 5 s.

4. Spektra jsem métil v kiemenné kyveté s optickou délkou 1 cm.

5. Kazdy vzorek jsem méfil tfikrat a ziskand data jsou aritmetickym primérem

z téchto méfeni.

6.3.3. Zpracovani experimentalnich dat
Nameétena data jsem exportoval v ovladacim programu Chemstation do souborti

*.csv. Déle jsem je zpracovaval v programu Origin (verze 8.0 s patchem SRS5). Pro
vypocet derivacnich spekter jsem oznacil prislusny sloupec hodnot, vybral v roletke
Analysis - Mathematics moznost Differentiate. Nastavil jsem piislusny fad derivace
(Derivative Order) a zaskrtnul vyhlazeni podle Savitzkého a Golaye® s nastavenim

Polynomial Order 2, Points of Window 5.
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7. Vysledky

7.1. Vliv pH na konformaci cytochromu ¢
Na obrazku 10 jsou ve vlozeném grafu znazornéna absorpéni spektra

ferricytochromu ¢ v oblasti absorpce aromatickych aminokyselin. Cytochrom ¢
obsahuje ¢tyii zbytky fenylalaninu a tyrosinu a jeden zbytek tryptofanu.” Z obrazku je
vidét, ze s klesajicim pH se posouva absorpéni maximum mirné k niz§i vlnové délce
0d 279 nm pro pH 2,60 k 276 nm pro pH 1,90 a roste intenzita absorpce. Ze spekter

ovsem nelze rozlisit prispévky aromatickych aminokyselin.
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0002 \\
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o
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1 —pH 2,10
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Obrazek 10. Absorpéni spektra cytochromu ¢ (v malém vloZzeném grafu) a jejich druhé derivace v oblasti
vinovych délek 250-310 nm (5 mM fosfit, ¢, = 0,5 mg/ml).

Lepsi moznost rozliit prispévky jednotlivych aromatickych aminokyselin poskytuje
kiivky druhé derivace. Jejich prabéh v oblasti absorpce fenylalaninu (250-275 nm) je
podobny, dochézi pouze k jejich posunu k niz§im vlnovym délkam se snizujicim se pH .
V oblasti 275-285 nm se jednotliva spektra liSi. Derivaéni spektra pro pH 2,60 a 2,30
maji v této oblasti dv€ minima a dvé maxima. Naproti tomu kfivky pro pH 2,10 a 1,90
obsahuji v této oblasti dvé minima a jedno maximum. Pfi vlnové délce 291 nm je

zfetelné minimum pro vSechny pH, jehoZ intenzita se li§i (obr. 10). Intenzitu tohoto
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extrému jsem kvantitativné vyhodnotil pomoci parametru Ds, ktery jsem vynesl do
grafu jako funkci pH. Vyznam parametru Ds je naznacen ve vlozeném obrazku (obr.
11). Z obrazku je patrné Ze pii poklesu pH z hodnoty 2,60 na 2,30 dochdzi k zméné
pribéhu zavislosti parametru Ds na pH. Dal$i snizeni pH jiz k vyraznym zménam
nevede. Pti téchto vlnovych délkach absorbuji hlavné tryptofan a tyrosin a pozorovana

zména muize byt vysledkem zmény polarity v jejich okoli v disledku denaturace.
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Obrazek 11. Hodnoty parametrii Dg zjiSténych z minima p¥i 291 nm z kfivek druhé derivace pro jednotlivé
hodnoty pH. Ve vloZeném grafu je vyznam parametru Dg (5 mM fosfit, c.,. = 0,5 mg/ml).

Dalsi studovanou oblasti je oblast Soretova pasu v oblasti kolem 400 nm (obr. 12,
dalsi strana). S klesajicim pH mizeme pozorovat modry posuv maxima Soretova pasu
od 407 nm (pro pH 2,60) k395 nm (pH 2,10 a 1,90) a zaroveil zvétSeni intenzity
absorpce. V kiivkach druhych derivaci, pies znacny podil Sumu, lze vidét prispévek
dvou extrému pii 395 a 411 nm. Snizovanim pH minimum pfi 411 nm postupné zanika
a vznikd nové minima pti 395 nm pro pH 2,10 a 1,90 (obr. 13, dalsi strana). I pro tuto
oblast jsem vynesl zavislost parametru Ds na pH do grafu (obr. 14, str. 51). Je z n¢ho
patrnd zména mezi pH 2,30 a 2,10. Protoze Soretiv pas poskytuje informace o hemové
skuping, jejim okoli a o spinovych stavech Zeleza, je pozorovana zména pravdépodobné

diisledek zmén v okoli hemové skupiny.
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Obrazek 12. Absorp¢ni spektra cytochromu c v oblasti vinovych délek 300-500 nm pro jednotlivé hodnoty pH
- Soretiiv pas (5 mM fosfit, ¢, = 0,05 mg/ml).
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Obrazek 13. Druha derivace absorpénich spekter cytochromu c v oblasti vinovych délek 300-500 nm pro
jednotlivé hodnoty pH — Soretiiv pas (S mM fosfat, c., = 0,05 mg/ml).
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Ve viditelné oblasti spektra v rozmezi vinovych délek 450-650 nm - tzv. Q pas -
dochazi také k zméndm. Miizeme vidét postupné snizovani intenzity maxima pii 530
nm a vznik dvou novych maxim pii 495 a 627 nm (obr. 15, dalsi strana). Pro tyto tfi
maxima plati, Ze se neméni jejich poloha, dochazi jen ke zméné jejich intenzity. Pti 560
nm lze vidét malé ,raménko* prislusejici absorpci redukované formy cytochromu c. Q
pas, podobné jako Soretiiv pas, vypovida o ligaci Zeleza a o jeho spinovém stavu. Pro
tuto oblast sem vynesl do grafu absorbance v zavislosti na pH pro n€kolik vybranych
vlnovych délek (obr. 16, dalsi strana). Na prib&hu kiivek jsou patrné zmény kolem pH
2,10, pravdépodobné v dusledku zmén v okoli hemové skupiny a (nebo) dochazi
k zméné spinového stavu Zeleza — to prechazi z nizkospinového do vysokospinového pii

snizovani pH a postupné denaturaci cytochromu c.
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Obrazek 14. Hodnoty parametri Dg zjisténych z minim kolem 400 nm z k¥ivek druhé derivace pro jednotlivé
hodnoty pH (5 mM fosfit, c.,. = 0,5 mg/ml).
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Obrazek 15. Absorp¢ni spektra cytochromu c v oblasti vinovych délek 450-650 nm pro jednotlivé hodnoty pH
— Q pas (5 mM fosfat, ¢y = 0,5 mg/ml).
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Obrazek 16. Priibeh zavislosti intenzit absorpce na pH p¥i vybranych vinovych délkach cytochromu c v oblasti
Q pasu (5 mM fosfat, ccyt = 0,5 mg/ml).
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Obrazek 17 zobrazuje ve Ctvrté sledované oblasti zanik slabé absorbujiciho piku pii
695 nm se snizujicim se pH. Jedna se o pik vznikajici elektronovymi pfechody typu
,charge transfer” (proto se nazyva CT pas) mezi p-orbitaly siry Met-80 a d-orbitaly
zeleza. Druhé derivace past Q 1 CT jsou jiz zna¢né zatizeny Sumem v disledku nizkych
absorpcnich koeficientli a nelze je pouzit k spolehlivému vyhodnoceni konformacnich

zmén v molekule cytochromu c.
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Obrazek 17. Absorpéni spektra cytochromu c v oblasti vinovych délek 660-740 nm pro jednotlivé hodnoty pH
— CT pas (5 mM fosfit, ¢y = 0,5 mg/ml).

7.2. Vliv zvySené iontové sily na konformaci

cytochromu ¢

Byl zkouman vliv zvysené iontové sily na konformaci cytochromu ¢ v jeho roztocich
v oblasti pH 1,90-2,60 s piidavkem NaCl (koncentrace 0,5 M). V oblasti Soretova pasu
milZzeme pozorovat navzajem podobnd spektra s maximem pii 401 nm pro vSechny 4
hodnoty pH (vloZeny graf na obr. 18, dalsi strana). Dochédzi pouze k nepatrnému
zvySeni intenzity absorpce se snizovanim pH. Na kifivkach druhych derivaci je vidét
minimum pii 401 nm a taky nepatrné lokalni minimum pii 411 nm. Intenzita minima pti

401 nm stoupa pii snizujicim se pH (obr. 18, dalsi strana).
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Obrazek 18. Absorpéni spektra cytochromu ¢ (v malém vloZeném grafu) a jejich druhé derivace oblasti
vinovych délek 300-500 nm pro jednotlivé hodnoty pH - Soretiv pas (5 mM fosfat, 0,5 M NaCl, ¢, = 0,05
mg/ml).
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Obrazek 19. Obrazek 15. Absorp¢ni spektra cytochromu c v oblasti vinovych délek 450-650 nm pro jednotlivé
hodnoty pH — Q pas (5 mM fosfat, 0,5 M NaCl, ¢ = 0,5 mg/ml).
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V oblasti Q pasu 450-650 nm (obr. 19, dalsi strana) je taky patrné, Ze pH nema vliv
na pribéh spekter. V této oblasti maji spektra dvé maxima, jedno pii 532 a druhé
ptiblizné pii 625 nm. Spektra pro jednotlivé hodnoty pH se mirné li§i v intenzitdch
absorpce v maximech. Velmi podobny pribéh absorpénich spekter pro jednotlivé
hodnoty pH je patrny také v oblasti CT pasu (obr. 20). Je mozno konstatovat, ze
ptidavek NaCl v koncentraci 0,5 M stabilizuje vychozi konformacni stav (pozorovany

ptipH 2,60) a dalsi snizovani jiZ nema na tuto konformaci vliv.
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Obrazek 20. Absorp¢ni spektra cytochromu c v oblasti vinovych délek 660-740 nm pro jednotlivé hodnoty pH
— CT pas (5 mM fosfit, 0,5 M NaCl, ¢, = 0,5 mg/ml).
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8. Diskuse

Pro cytochrom ¢ ve své nativni konformaci je charakteristické maximum intenzity
absorpce pro Soretiiv pas pii 408 nm. V oblasti Q pasu se nachdzi vyrazné maximum pti
527 nm (B-pas) a nékdy i1 nevyrazné bo¢né raminko kolem 550-560 (a-pas) odpovidajici
pritomnosti malého mnozstvi redukované formy cytochromu c. Taky tyto tdaje jsou
charakteristické pro nizkospinovou konfiguraci Zeleza v nativni konformaci

cytochromu c.

Snizeni pH a denaturace proteinu kolem pH 2,50 provazi modry posun Soretova a 3-
pasu, vymizeni CT pasu a vznik nového maxima v oblasti kolem 630 nm. Zmény
Soretova pasu také provazi hyperchromni efekt. Maximum Soretova pasu pii 394 nm a
maxima v Q-pasu pfi 495 a 627 nm jsou charakteristické pro vysokospinovou
konfiguraci zeleza v cytochromu c¢. Zméfend spektra v této préci jsou tedy v dobré
shodg s literaturou.® Dle spekter nativnimu stavu odpovida konformace pii pH 2,60 bez
pfidavku NaCl. V oblasti aromatickych aminokyselin lze pomoci metody druhé
derivace spekter a vynosu parametru Dg pozorovat zménu konformac¢niho stavu mezi
pH 2,60-2,30. Mzeme ptedpokladat, Ze se jednd o zménu polarity v okoli tyrosinovych
a tryptofanovych zbytkl v disledku denaturace. Polohy a intenzity maxim v Soretové a
Q pasu zase vypovidaji o ligaci a spinovém stavu zeleza v hemové skupiné. CT pés pii
695 nm je indikator koordinace hemového Zeleza atomem siry. V spektrech a v jejich
derivacich pro tyto oblasti jsem v mém experimentu pozoroval zmény pii pH 2,30-2,10.
Dochazi pravdépodobné k tvorbé vysokospinovych stavii Zeleza v hemové skupiné a

mozna i zmény v okoli hemové skupiny.

Pro studium efektu pH jsem pouzil metodu druhé derivace a proti pH jsem vynesl
parametr Ds odeCteny z minima pii 291 nm v kiivkach druhé derivace. Z pribéhu
tohoto vynosu je patrné ze mezi pH 2,60 a 2,30 dochézi k jasné zméné intenzity druhé
derivace. PfiCinou zmény je pravdépodobné denaturace cytochromu c. Analogické
zavislost parametru Dg odecteného z minima v Soretové pasu ukazuje zménu intenzity
2,10 a 1,90 odpovida tomu, ze pti pH 2,10 a niz§im v této préci byl jiz cytochrom c
denaturovan. Pribéh druhych derivaci spekter v oblasti absorpce aromatickych
aminokyselin je ve shod¢ s vysledky, které zjistila ve své diplomové praci Hana

Kratochvilova.®?
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V literatuie!® 2% 3

je dobfe popsédn vznik konformaéniho stavu MG. Vznika
v kyselych roztocich s vyssi iontovou silou a zavisi od pouzité druhu aniontu. V oblasti
Soretova pasu se projevi maximem pii 397-400 nm v zavislosti na podminkach
experimentu. Jednd se o rovnovdhu nékolika nizkospinovych a vysokospinovych stavii
atomu Zeleza a jako dva axialni ligandy v MG jsou bud’ Met-80, His-18, nebo molekuly
vody nebo jejich kombinace. Déle studie ukazuji ¢aste¢né obnoveni CT pasu. [ v tomto
ptipad¢ jsou moje vysledky v dobré shodé s literaturou. Maximum Soretova pasu se
v mych experimentech vyrazné¢ neméni a nachazi se pfi 401 nm. Tento poznatek
poukazuje, vzhledem k provedeni mého experimentu, Ze nejspiS v celém méfeném

rozsahu pH se cytochrom ¢ za pfitomnosti 0,5 M NacCl jiz nachazi v konformacnich

stavu MG.
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9. Souhrn

1.

V této praci jsem zméfil absorpéni spektra cytochromu c¢ z mitochondrii
kotiského srde¢niho svalu v rozmezi vinovych délek 190 az 1000 nm v roztocich
s 4 hodnotami pH 1,9-2,6 bez a s piidavkem NaCl (0,5 M).

Zkoumal jsem chovani spekter v oblasti absorpce aromatickych aminokyselin
(250-300 nm), Soretova pasu (kolem 400 nm), Q pasu (480-640 nm) a CT pasu
(slaby pik pfi 695 nm).

Pro lepsi rozpoznani detaili jsem pouzil techniku druhé derivace spektra a proti
pH v roztocich bez pfidavku NaCl jsem vynesl parametry Ds.

Hyperchromni posun maxima Soretova pasu od 407 nm k 394 nm, zmény v Q
pasu a vymizeni CT piku naznacuji denaturaci cytochromu c.

Charakter zmén poukazuje, ze k denaturaci dochazi mezi pH 2,60 a 2,30 podle
vynosu Ds. Pribéh absorpcei pro vybrané vinové délky poukazuji na zménu mezi
hodnotami pH 2,10 a 2,30.

V roztocich s vyss§i iontovou silou nejsou patrné vyrazné zmény. Nejspis

v celém rozsahu pH se cytochrom ¢ nachézi v konformaénim stavu MG.
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Abstract

One part of my work focus on literature review on molten globule theme. This
conformational state is generally formed in solution of some proteins under mild
denaturation conditions as a thermodynamically stable state. Molten globule-like
intermediate is also transiently formed during refolding of proteins. It is assumed and
even it was proved for some proteins that kinetic (refolding) intermediate and

equilibrium unfolding molten globule is identical.

The second part of my work presents conformational study of horse heart
ferricytochrome ¢ under acidic conditions in low and high ionic strenght (addition of 0,5
M sodium chloride). Cytochrome c is a mitochondrial protein which mediates electron
transfer in respiratory chain. These conformational changes were monitored by UV/VIS
and derivative spectrophotometry in four wavelength ranges of absorption spectra —
aromatic amino acids absorption range, Soret band, Q-band and CT band. Under high
ionic strength probably a molten globule state is stabilized in the pH range 1,90-2,60.
However, under low ionic strength, changes in polarity of tryptophane and tyrosine
residues vicinity (between pH 2,60 and 2,30) and in spin state of iron atom (around pH

2,10) were observed due to putative denaturation of the protein.
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