2 FYZIKA BIELKOVIN [1 - 14]

2.1 Struktiira bielkovin [2 — 4]

Bielkoviny sa syntetizuju z dvadsiatich kdnonickych aminokyselin (AK), ale niekedy obsahuju aj
iné chemické skupiny, napr. idny kovov, organické prostetické skupiny a sacharidy. Kazda z kanonic-
kych AK ma vyraznt chemickd individualitu.

2.1.1. Parametre urcujice tvar bielkoviny

a) Aminokyselinovd postupnost

Tvar bielkovinovej molekuly sa uruje aminokyselinovou postupnostou. V dlhom polypeptidickom
ret’azci je teoreticky mozné volné otdcanie atémov okolo mnohych vizieb, ¢o robi kostru bielkovi-
novej molekuly vel'mi ohybnou. Preto I'ubovolna bielkovinovd molekula moze predstavovat’ skoro
nekonecny pocet roznych tvarov alebo konformacii. Konforméaciou molekuly nazyvame také varianty
rozmiestnenia atémov (tvoriacich molekulu) v priestore, ktoré mdzu byt’ ziskané jedna z druhej otaca-
nim okolo jednotlivych kovalentnych vizieb. Naproti tomu konfiguracie su také varianty rozmiestnenia
atomov molekuly, prechody medzi ktorymi vyZaduju roztrhnutie a vytvaranie kovalentnych vizieb.
Vicsina polypeptidickych retazcov existuje vSak iba v jednej z tychto konformadcii, urcenej postup-
nost'ou AK.

b) Peptidickd vizba

Jednym z ddvodov jedinej konformacie je ,,peptidickd viizba“ (pozri obr. 1), ktord hrd vyznamnu
tlohu pri tvorbe primarnej Struktiry bielkovin. Polypeptidické retazce sa vytvaraji v dosledku série
vysokospecifickych reakcii biosyntézy, pocas ktorych sa AK pri¢lenuju k ret'azcu informaénej molekuly
(mRNA) na ribozéme. Polymerizacia vytvdra kovalentni amidovu alebo ,,peptidickid viazbu“ medzi
atémami O, C, N, H dvoch AK zvyskov. Standardnd vol'na energia tejto vizby vo vode ma hodnotu -
22 kJ/mol. Mal4 energia vytvarania takejto vizby je z organizacného hl'adiska vel'mi vyhodn4, lebo ju
mozno lahko vytvorit,, ale aj rozstiepit’ s pomerne nizkou energetickou stratou. Toto pomaha orga-
nizmu sa rychle prisposobit’ k fluktudciam vonkajSieho prostredia, lebo umoznuje pretvarat’ jeho poly-
peptidy rychle a s malym vydajom energie. Geometrické parametre peptidickej vézby si v dosledku
rezonancie elektronov zmenené tak, ze atomy O, C, N, H a priliehajice C, atémy oboch spojenych
zvySkov AK lezia v jednej rovine. To znamend, Ze otdCanie okolo peptidickej vidzby je zabrzdené.
Navyse kazdy zvySok v primdrnom ret'azci polypeptidu je charakterizovany dvoma uhlami y a ¢ pri
tychto Cy atémoch, ktoré st ohranicené stéricky a pre kazdy existuje interval dovolenych hodnét. Kon-
formacny priestor potom mozno charakterizovat’ mapou v stradniciach y, ¢, ktord zobrazuje dovolené
oblasti pre tieto uhly (mapy Ramachandrana — pozri obr. 1), a tym umoznuje analyzovat’ dovolené kon-
formécie pre dany zvySok. Takito analyzu nazyvame konformacnou analyzou a opiSeme ju neskor.

¢) Bocné skupiny aminokyselin

Druhym z dovodov existencie jedinej konformadcie je to, Ze obecne bo¢né skupiny AK interaguji
navzdjom a s vodou pomocou vytvdrania slabych nekovalentnych vizieb. V pripade urcitej jedinej
konformécie zodpovedajice bo¢né skupiny sa nachddzaji v kl'icovych miestach retazca ; medzi nimi
sa vytvaraju pocetné slabé vizby, ktoré majui charakter silnej vidzby, a toto robi takito konformaciu
vel'mi stabilnou.
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Obr. 1 Tlustricia peptidickej vidzby a konformacnej mapy (¢, V)

2.1.2 Samovol’na konstrukcia globuly

.....

Ak pbsobime na bielkovinu definovanym vplyvom, mozeme bielkovinu linearizovat’ alebo denaturovat,
pricom po ukonceni pdsobenia denaturujiceho vplyvu sa bielkovina obvykle samovolne vracia
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k povodnej konformacii. To dokazuje, Ze celd nevyhnutnd informécia pre urCenie tvaru bielkoviny je
obsiahnutd v samotnej postupnosti AK.

Jednym z najddleZitejSich faktorov, usmeriiujicich zvinutie polypeptidického ret’azca, je uloZenie
poléarnych a nepolarnych bo¢nych skupin. AK s hydrofébnymi skupinami sa snazia sustredit’ vo vnuitri
molekuly a poldrne skupiny sa snazia umiestnit’ na povrchu, kde moéZu interagovat’ s vodou a s inymi
polarnymi skupinami. Vodikové vizby hrajui hlavnii dlohu pri interakcii r6znych Casti toho istého poly-
peptidického retazca v zvinutej molekule bielkoviny a maji mimoriadne velky vyznam pre mnohé
interakcie prebiehajice na povrchu bielkovinovych molekil. Bielkoviny na bunkovom povrchu, alebo
bielkoviny sekretované z bunky, ¢asto vytvaraji doplnkové kovalentné vizby medzi r6znymi ¢astami
jedného a toho istého polypeptidického retazca (napr. disulfidické S-S vizby). Tieto vizby nie si ne-
vyhnutne potrebné pre vytvaranie kazdej bielkovinovej globuly a v cytozole, kde je vysoka koncentracia
Cinitel'ov chraniacich (S-H) skupiny a deStruujicich (S-S) mostiky, sa vyskytujd zriedkavo.

Mechanicky doleZité priecne vizby sa ¢asto vytvaraju s vyuZitim Specidlnej Casti (€-aminoskupiny)
lyzinu (Lys). V procesoch epigenetickych modifikacii sa hlavny retazec Casto Stiepi. Toto je vel'mi
dolezity fyziologicky néstroj doddvajici nevyhnutni bielkovinu na nevyhnutné miesto v nevyhnutnej
dobe.
vytvdra charakteristicki konformaciu — zvy€ajne kompaktnii globuldrnu, zriedkavo pretiahnutd fibri-
larnu. Specificita vizby bielkoviny s malymi molekulami a inymi makromolekulovymi povrchmi je
urcend rozlozenim a chemickymi vlastnostami réznych atomov na zloZitom nepravidelnom vonkajSom
povrchu bielkoviny.

2.1.3 Periodické Struktury v bielkovine

V réznych bielkovinach sa ako pravidlo opakuji dve rovnaké formy spdsobu usporiadania (zvinutia —
folding) retazca. Su to periodické Struktiry — B-Struktira (skladaného listu) a o-zavitnica. Oznaéenia
B a o vznikli historicky a nemajd principidlny zmysel.

B-Struktnira je ako pravidlo antiparalelnd a vytvdra sa pomocou mnohondsobného ohnutia polypep-
tidického retazca o 180°. KaZzda priama Cast’ retazca je potom orientovand proti smeru najbliZsich
susednych casti. Takato Struktiira je ve'mi pevnd v ddsledku tvorby vodikovych vizieb medzi peptidic-
kymi skupinami susednych Casti retazca. Takato vrstva je preto ¢asto kostrou, na ktorej sa konstruuje
globulédrna bielkovina.

o-zdvitnica sa vytvara pri skricani polypeptidického retazca okolo svojej osi, pricom sa vytvara
hruby valec, v ktorom kazd4 peptidické skupina je spojend vodikovou vidzbou s najblizsimi peptidickymi
skupinami retazca. Vo vodnom prostredi je izolovand a-zavitnica nestabilnd, v pripade prepojenia
dvoch o-zavitnic do jednej spolocnej dvojitej zavitnice (a-helix) vznikd mimoriadne stabilnd Struktira.

2.1.4 Hladiny priestorovej organizacie [5]

Pri $tddiu Struktiry bielkoviny je vyhodné rozliSovat’ r6zne hladiny jej priestorovej organizicie.
AK postupnost’ nazyvaji primarnou $truktirou. Pravidelne usporiadané vodikové vizby po celej dizke
polypeptidického retazca vedu k tvorbe o-zavitnic a B-Struktir, ktoré predstavuji sekundédrnu Struktiru.
Trojrozmernd $truktiru globularnej bielkoviny s jednym retazcom nazyvaja tercidrnou. Ak jednoret’az-
hovori sa o kvartérnej Strukture.

Okrem tohto delenia existuju este dve d’alSie hladiny sekunddrnej Struktiiry globularnych bielkovin:

a) supersekunddrne Struktiiry pre oznacenie energeticky vyhodnych agregatov. Takymi mdZu byt
spominané dve o-zdvitnice skritené navzdjom voci sebe. Inym prikladom si dva paralelné skladané
listy prepojené navzdjom usekom, ktory moze byt alebo neusporiadanym retazcom (klbkom — v takom
pripade celd $truktiiru oznagujeme BcP), alebo zdvitnicou (Baf), alebo Struktiirou skladaného listu (BRR).

b) domény pre oznacenie tych Casti, ktoré predstavujui dostatocne vyclenené globuldrne oblasti na
mapéch elektréonovej hustoty (ziskanych pomocou RTG difrakcie). Domény sa obvykle vytvéraji
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z tsekov polypeptidického retazca obsahujicich 50 az 350 AK a su pravdepodobne tymi modulovymi
jednotkami, z ktorych sa vytviraji bielkoviny. Struktirne domény mozno klasifikovat pomocou
piatich typov (pozri obr. 2):
1. domény len z o zavitnic
2. domény len z B antiparalelnych $truktir
3. domény z o zdvitnic a [ Struktir oddelenych neusporiadanym retazcom (o + p domény)
4. domény z paralelnych B Struktir uloZenych v centre s obklopujiicimi ich o-zdvitnicami (o/f3)
5. domény bez vyraznej sekundarnej Struktury.

Takato klasifikdcia mdZe byt uZitoénd pri analyze procesu zvinovania retazca. Cim viac sa zmensuje
Struktdrna pravidelnost’ ret'azca, tym sa analyza stava zloZitejSou.

Vyznamnym faktom je aj to, Ze funkCne ddleZité centra vizby si Casto lokalizované na hraniciach
roznych domén. Toto ddva moZnost’ vyuZit' bielkovinové podjednotky pri tvorbe velkych funkénych
Struktdr.

Obr. 2 Priklad topolégie niektorych bielkovinovych Struktdr
a) len o zdvitnica, b) len B Struktdry, o + B Struktdry, d — f) r6zne o/ Struktiry
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2.1.5 Symetria v retazci

V ramci jedného polypeptidického retazca sa Casto vyskytuji opakujice sa Struktirne jednotky, také
ako doména, superSpiralizovana $truktiira alebo iny truktirny prvok. Casto sa opakujiice jednotky maju
priblizne symetrické usporiadanie; toto diva moznost’ predpokladat’, Ze symetria je charakteristickym
priznakom Struktiry, ktord sa z nich vytvara. Je pre to aj logické zddvodnenie: pre velky pocet iden-
tickych jednotiek prave krystél predstavuje stav s najmenSou vol'nou energiou. Krystalizicia je jedingm
spdsobom agregovania nekonecného poctu jednotiek, pri ktorom vSetky vytvarané kontakty sd iden-
tické. Symetrické konStrukcie (napr. zdvitnica) st energeticky najvyhodnejSie aj pre agregity ohranice-
nej velkosti, také, akymi su polypeptidické retazce. Ak sa v procese zvinovania Struktirne domény,
superzavitnice a iné prvky vytvaraju nezavisle na pociato¢nom Stadiu, a potom agregujd, podrobuji sa
pravidlu asocidcie jednotlivych jednotiek a budd sa snazit’ vytvarat’ symetrické utvary. Symetria sicasne
dovol'uje objavit’ stabilné Struktirne prvky a v niektorych pripadoch upozornuje na definovani postup-
nost’ vytvarania Struktir v procese zvinovania.

2.1.6 Samokonstrukcia bielkovin do velkych Struktir

Princip dovol'ujuci bielkovinovym doménam asociovat’ s vytvaranim novych centier vizby, je moZny

.....

komplexy, ribozémy, vldkna, virusy, membrany, sa nesyntetizuju v tvare jednotnych gigantickych

molekdl, viazanych kovalentnymi interakciami, ale sa konStruujui (,,montuji‘) v désledku nekovalentne;j

agregacie makromolekulovych podjednotiek. PouZivanie podjednotiek pre vytvaranie vel’kych Struktir

ma niekol’ko vyhod:

¢ Pre vytvorenie velkej Struktiry z mnohondsobne opakovanych podjednotiek s mensim rozmerom sa
vyZaduje menej genetickej informacie.

¢ Pretoze podjednotky st viazané medzi sebou mnohymi pomerne slabymi vidzbami, ich konstrukcia

a disocidcia sa 'ahko kontroluju.
¢ Konstrukcia Struktiry z podjednotiek dovol'uje minimalizovat’ pocet chyb, pretoze dohl'ad Specialneho

stboru pre korekcie pocas konstrukcie mdzZe odstraiiovat’ chybné jednotky.

V pripade ak bielkovina ma vidzobné centrum komplementdrne akejkol'vek Casti na svojom povrchu,
bude samovolne agregovat. V najjednoduchsom pripade vidzobné centrum rozpozndva samo seba a
v dosledku toho sa vytvara symetricky dimér. Tento sa ¢asto mdZe stat’ podjednotkou pre budovanie

Ak vizobné centrum bielkoviny je komplementarne inej Casti na vlastnom povrchu, vytvdra sa
retazec podjednotiek. Pri uréitych vzajomnych orienticidch dvoch centier vizby sa retazec spoji do
uzavretej Struktdry a jeho rast sa zastavi. V v§eobecnom pripade sa vytvori nekonecne dlhy polymér
z bielkovinovych podjednotiek. Ak vsetky podjednotky st viazané navzajom identickym spdsobom,
vytvoria zavitnicu (napr. aktinové vldkna, alebo fibrilarne Struktiry, v ktorych navySe spolupracuju
sily bielkovinovo — bielkovinovej interakcie). Hexagondlne usporiadané bielkovinové podjednotky
moZu vytvéarat' ploché vrstvy alebo trubky. Vytvaranie uzamknutych Struktir (kruhov, trubic, sfér)
doplnujuco stabilizuje hotové agregaty. Pretoze sa takéto Struktiiry tvoria na baze vzajomnej koopera-
tivity interakcii, potom ich vytvaranie ako aj rozpad m6zu prebiehat’ v dosledku relativne malych zmien,
ktoré zasiahnu samotné podjednotky. Takéto Struktiry mdzu okrem bielkovin obsahovat’ aj molekuly
nukleovych kyselin. Prikladom je napr. virus tabakovej mozaiky, alebo ribozém baktérii. Proces samo-
konstrukcie takychto celkov je v§ak omnoho zloZitejsi, ako by sa dalo predpokladat’. Obsahuje tvorbu
osobitych medziStruktir a ich pripojenie k inym podjednotkdm, alebo pripdjanie bielkovinovych pod-
jednotiek ku kostre agregatu az v urcitom §tadiu vyvoja agregatu.

Samokonstrukcia nie je absolitnym pravidlom pri tvorbe agregatov. Konstrukcia takych zlozitych
Struktir akymi st napr. mitochondrie alebo riasinky, sa riadi tak v Case ako aj v priestore inymi bunko-
vymi zlozkami (ktoré v zaverecnej konStrukcii nie su pritomné), a zahfna aj nevratné $tadid katalyzo-
vané proteolytickymi enzymami.
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2.1.7 Vniitorna dynamika globularnych bielkovin [6]

Nativna trojrozmernd Struktira bielkoviny sa vytvara v dosledku celého radu energetickych a entro-
pickych faktorov. Charakteristické doby trvania mnohych vnitromolekulovych premien (napr. pocas
enzymatickych procesov) nepresiahnu 10 az 10~ sekundy a Gasto st ete o niekol’ko radov kratsie. Je
zrejmé, Ze sprievodné konformacéné prestavby musia prebiehat’ taktiez vel'mi rychle. Za takd kratku
dobu vsak tieto nemdzu zasiahnut naraz celd bielkovinovu Struktiru a maji v prvych Stadiach lokalny,
mikrokonformacny charakter, ktory sa prejavi v posune iba jednotlivych atémov alebo atémovych
skupin. Takyto posun modZe spdsobit’ aj tepelny pohyb atémov. Sirenie tychto lokalnych posunov na
ostatné oblasti makromolekularnej Struktiry vedie k celkovej konformacnej prestavbe molekuly. Po-
mocou celého radu experimentdlnych a teoretickych pristupov sa podarilo klasifikovat’ pohyblivost’
jednotlivych lokalit v bielkovinovej Struktire uréenim charakteristickych dob Zivota jednotlivych dru-
hov pohybov. Takato klasifikacia ukazala, Ze lokalne fluktuacie poloh atémov v molekulach bielkoviny
sti charakterizované pomerne dlhymi dobami Zivota (107'! sec) a st neoddelitelnou si¢astou vniitro-
molekulovej dynamiky. V dosledku ich korel4cie prebiehaju v Struktire vicsie alebo menSie zmeny
konformécii. Teda proces dosiahnutia konecnej rovnovaznej konformdcie sa uskutociiuje pomocou
postupnych nerovnovédznych krokov podobne ako relaxacia pociatoéného nerovnovdzneho stavu (vyvo-
laného bud’ ndhodnou fluktudciou alebo pripojenim nejakého ligandu k molekule bielkoviny) k pévodne
rovnovaznemu stavu. Inymi slovami, vnitromolekulovd dynamika molekuly bielkoviny za obvyklych
podmienok ma samovol'ny charakter a je vyvolana predovsetkym tepelnym pohybom molekiil. Zmenou
elektrénovej distribucie v bielkovine sa vyvold definovany stibor konformacnych prechodov. Takéto
prechody smerujui k dosiahnutiu novej rovnovdhy a novému minimu vol'nej energie, ktoré zodpoveda
zmenenému elektrénovému stavu makromolekuly. Zmena elektrénového stavu jednej Casti (aktivneho
centra) bielkoviny, alebo prenosu elektréonu (od donora k akceptoru), zahajuje sibor postupnych
a usmernenych konformacnych zmien, zahfnajuicich velké oblasti v makromolekule. Vzdjomna vizba
tychto dvoch javov vytvdra podstatu koncepcie elektrénovo — konformaénych interakcii, ktora je
zakladom chdpania fyzikdlnych mechanizmov Cinnosti a funkcie biologickych makromolekil a bude
podrobnejsie spomenutd v Casti tykajicej sa fyziky enzymov.

2.1.8 Konformacé¢na analyza bielkovin [2 — 4, 8]

2.1.8.1 Predpoved’ sekunddrnej struktiiry na bdze aminokyselinovej postupnosti

Struktiiru bielkovinovych molekil uréuje vel'a celkom rdznych a Gasto vel'mi zlozitych faktorov. Dizky
vézieb a valen¢né uhly v polypeptidickom retazci mozno pokladat’ v podstate za fixované a amidové
skupiny ako pravidlo sa nachadzaji v plochej trans-konformacii. Preto sa konforméacia polypeptidickej
kostry urcuje uhlami vnutorného otdcania ¢ a  pre kazdy zvySok. Tieto uhly otd¢ania mdzu nado-
budniit’ hodnoty v hraniciach uréenych priestorovymi a inymi interakciami (takymi ako amid-amidové
dipolové interakcie) v retazci. Hoci tieto interakcie zakazuji znacni Cast’ teoreticky moznych konfor-
madcii, aj tak ich pocet zostdva vel'mi velky. Vytvédranie vodikovych vizieb, disulfidickych mostikov,
hydrofébne interakcie a i6nové vézby eSte viac obmedzuju sibor moznych Struktdr polypeptidu.
Spolo¢ny vplyv vSetkych tychto interakcii vedie k tvorbe ,, nativnej* konformadcie, v urceni ktorej hra
kli¢ovii tlohu AK postupnost’ bielkoviny.

Pokusy na peptidickych homopolyméroch dovolili stanovit’, Ze niektoré AK zvysky majui vlastnost’
zabudovévat’ sa do o zavitnice. Tieto udaje boli potom pouZité pre globuldrne bielkoviny so zndmym
priestorovym zloZenim. Ukdzalo sa, Ze zvySky, ktoré vytvaraji zdvitnice v homopolyméroch, snaZia sa
zabudovat’ do zavitnic aj v globularnych bielkovinach. Takato podobnost’ dala podklad pre mnohé
pokusy urcit’ korelaciu medzi AK postupnost’'ou bielkoviny a pritomnost'ou zavitnic v tejto bielkovine.
Neskor boli takéto korelacie rozsirené aj na iné sekundédrne Struktiry. Tieto pokusy st zaujimavé z toho
hladiska, Ze sa snazia vybudovat’ metédy, pomocou ktorych bude mozné urcovat’ trojrozmernui Struktiru
bielkovin len na zdklade ich AK postupnosti. V najjednoduchsom variante tedrie sekundarnej Struktdry
ide o to, aby na baze rozsifrovanych Struktir bielkovin bolo mozné néjst’ zvysky, ktoré sa do zavitnice
bud’ zabudovavaju, alebo ju destruuju, alebo su k nej indiferentné. Metddy si bud’ pravdepodobnostné,
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zalozené na matematickej analyze Struktirnych ddajov, alebo fyzikdlne — chemické, ktoré okrem toho
pouZzivaji doplnkovu stereochemicku informaciu, Statistickii mechaniku, a iné tdaje.
Metddy a vysledky st podrobne uvedené v [2 — 4, 8].

2.1.8.2 Teoria zvinovania bielkovinovej globuly

Vysvetlenie toho, ako prebieha zvinovanie bielkovinovej globuly, ma principidlny vyznam pre
vytvorenie konStruktivnej tedrie jej priestorovej Struktdry. Je jasné, Ze nech je sekunddrna Struktdra
akdkol'vek (a, B, o/p a pod.), molekula bielkoviny bezpodmiene¢ne musi mat’ uréitd drahu (postup)
zvinovania alebo niekol’ko takychto drah vedicich k nativnej Struktire. Ak by takato draha neexistovala,
potom nielen samotnd bielkovina, ale ani Ziaden superpocitac¢ by nedokézali pocCas celej doterajsej
existencie vesmiru prebrat’ v§etky moZné konformacie bielkoviny (typickd doba preskupenia molekuly
je 107" sec a pocet konformécii je radovo 10™ az 10°®). Pritom zvinovanie jednotlivych bielkovin trva
107" az 10’ sekundy. Z experimentov o denaturicii a renaturicii bielkovin sa ukézalo, Ze zatial’ nie
mozno rozhodnit’ o tom, akym faktorom sa kontroluje trojrozmern Struktira bielkovin, ¢i termodyna-
micky alebo kineticky. Je vSak jasné, Ze zvinovanie prebieha v niekol’kych etapich, a pocas niektorych
z nich sa vytvaraji definované metastabilné Struktiry — intermedidty, v ktorych disulfidické vidzby su
nadviazané inak ako v nativnej bielkovine.

Druha zdkladnd otdzka tedrie spociva v tom, ako sa zacina zvinovanie bielkovinovych molekdl do
nativnej Struktiry. Je prirodzené predpokladat, Ze v priebehu syntézy na ribozéme polypeptidicky
ret'azec sa okamzite zacina zvinovat’ z N-konca, lebo zvinutie bielkoviny prebieha omnoho rychlejsie
ako biosyntéza. Ako dokaz toho, Ze zvinutie prebieha z N-konca sa Casto uvddza fakt, Ze frekvencia
bodovych mutécii vzrastd od N- ku C-koncu.

Bez ohl'adu na to, aka je odpoved na obe otazky, je z mnohych tdajov zjavné, Ze mechanizmus
stdCania bielkovin musi byt blokovy: najskdr sa vytvéraju fluktujice o zdvitnice, B Struktdry a ohyby;
potom sa prislusné Casti spajaju do kompaktnych Struktir, z ktorych najjednoduchsie su zavitnice z anti-
paralelnych zdvitov alebo antiparalelné [ zdvitnice (a tieZ Struktdry Bofl) a v nasledujicej etape sa
vytvaraju domény.

Hierarchia Struktdry bielkoviny (sekundarna, superzavitnicovd a doménova) vyjadruje blokovy
mechanizmus zvinovania. Blokovy mechanizmus predpokladd, Ze v prvych etapich zvinutia hraja
ulohu blizke interakcie, potom vstupuju do hry ,.,stredné* interakcie, a v poslednom bloku vytvéaranie
Struktdry riadia d’alekodosahové interakcie.

Casto sa rozliuje vratné zvinovanie bielkovin a prechod zivitnica — klbko. Je to preto, Ze hoci
vSeobecne sa v oboch pripadoch jedna o kooperativny prechod medzi usporiadanou a neusporiadanou
formou, mechanizmus kooperativnosti pre oligopeptidy a bielkoviny nie je rovnaky.

2.1.8.3 Modelovanie dynamiky bielkovin |3, 8]

Pri Stidiu dynamiky bielkovin sa obycajne kladud otdzky dvoch typov:
e Aky charakter maji pohyby atémov alebo celych aminokyselinovych zvyskov okolo rovnovaznej
polohy?
e Po akej drdhe prebiehajui konformacné zmeny, aké si energetické minima na tychto drdhach a aké
st typické doby konformacnej izomerizacie?
Odpoved’ na prvi otdzku mozno ziskat pomocou spracovania preciznych RTG Strukttirnych $tidii
a molekularne-dynamickych experimentov. MozZno ich zhrnit’ nasledovne:
1. Najmensie amplitidy posunov atémov sa pozoruju pre o zdvitnicové a [ Struktirne Casti, pricom
na koncoch zdvitnic a krajoch B $truktir si posuny viéSie ako vo vnitornych oblastiach.
2. Posuny zvyskov, nachddzajicich sa na povrchu globuly, st vicsie ako posuny vnitornych zvyskov.
3. Najvicsie posuny sa pozoruji v aktivnych centrdch enzymov, v dutinidch urcenych pre Specifické
pripdjanie malych molekil, vo zvyskoch pripojenych k prostetickym skupindm a v ohyboch poly-
peptidického retazca.
ZlozitejSia je otazka tykajica sa modelovania pomalSich procesov spojenych s reorientaciou I'ubo-
vol'nych masivnych bo¢nych skupin — napr. fenylovych cyklickych konstrukcii vo zvySkoch fenylalaninu
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(Phe), bocnych retazcov tyrozinu (Tyr) a pod. Doby Zivota konformaénych procesov tohto druhu nie
je tazké experimentdlne urcit, ale pocitacové modelovanie je finan¢ne ovela naro¢nejsie. Toto mode-
lovanie vSak ddva informdciu nedostupni experimentdlnym metédam, a to odpoved’ na otidzku — po
akej drahe sa uskuto¢ni prechod. Podrobnejsie idaje mozno néjst’ v 3, 8].

2.1.9 Evolucia bielkovin

Rozsiahla réznorodost’ bielkovin je spdsobend ich evoliciou. Evoliicia bola vysledkom mnohonasob-
nych experimentov v prirode (muticie a nasledny vyber), ktoré mdzu byt pouzité pri Stidiu principov
vystavby bielkovin. Zdkladnym muta¢nym stupiiom evolicie bielkovin je zimena aminokyselinového
zvysku; naslednym z hladiska vyznamu sd adicia a delécia jedného alebo viacerych zvyskov; vel'mi
velké zmeny st vysledkom rekombinac¢nych procesov.

Porovnavajic zndme Struktiry bielkovin moZno urobit’ nasledovné zavery:

Zameny na povrchoch bielkovin prebiehaji ovela l'ahSie ako zdmeny vo vnitornych Castiach;
funkCne dolezité lokality, napr. aktivne centrd st prakticky invariantné; zdmeny podobajucich sa
zvyskov st cCastejSie a pod. Okrem toho sa ukdzalo, Ze vel'mi podobné trojrozmerné Struktiry mdzu
byt vytvorené celkom réznymi AK postupnostami. Je nevyhnutné upozornit’ na mimoriadne vysoku
neporusenost’ zvinovania retazca, ¢o dokazuje, Ze nielen koneéna Struktidra, ale aj proces zvinutia sa
nachddza pod silnou kontrolou procesu prirodzeného vyberu. Doplnkovi Struktirnu informaciu mozno
ziskat’ Stddiom takych mutécii, na ktoré eSte nestacil zaposobit’ prirodny vyber (selekcia), (napr. mu-
tantny hemoglobin ¢loveka). V tomto pripade Struktirne principy sa zistuji na bdze odliSnosti od
normélnych vlastnosti.

V procese evoltcie bielkovin mozno pod&iarknut’ tendencie k Specializacii a determinacii. Specia-
lizované bielkoviny uskuto¢nuji jednu a tu istd funkciu v réznych organizmoch a mézu sa pouZivat’ na
urcenie genealdgie organizmov. Je vSak potrebné poznamenat’, Ze Specializécia bielkovin neusmeriiuje
evoluciu organizmov. Diferenciicia bielkovin je proces, ktory vedie k funk¢nej rozmanitosti homolo-
gickych bielkovin. Teda $tidium evoltcie bielkovin nielen umoZiuje preniknit’ do detailov Struktirnej
organizécie bielkovin, ale dovol'uje taktieZ urcit’ vizby medzi bielkovinami nachddzajicimi sa v Uplne
roznych Castiach metabolickej drdhy. Takto mozno zaviest definovany poriadok do obrovského suboru
existujicich bielkovin a sidcasne s tym odhalit’ aspekty evoldcie metabolickych ciest. Dolezitym
mechanizmom diferencidcie bielkovin je multiplikdcia a zlievanie génov.

Pocas vsetkych $tadif evolticie prebieha tak divergentnd (u homologickych bielkovin ) ako aj konver-
gentnd evoldcia (u analogickych bielkovin). Obvyklym javom je konvergencia vo vztahu k Struktire,
ale tento proces je vel'mi tazké Studovat’ na baze sicasnych znalosti. Napr. pri Stidiu vel'mi vzdialene;j
evoluénej pribuznosti nie je vidy mozné urcit’ rozdiel medzi analogickymi a homologickymi ¢rtami
pribuznosti.

2.2 Vztah Struktiry a funkcie bielkovin [4, 7,9 — 11]

2.2.1 Interakcia bielkovina — ligand

Chemické vlastnosti bielkovinovych molekil prakticky dplne zdvisia od exponovanych AK zvyskov
na ich povrchu, ktoré si schopné vytvarat’ rozne slabé vizby s inymi molekulami. Aby interakcia
bielkoviny s druhou molekulou (ligandom) bola efektivna, musi medzi nimi vzniknit’ sicasne vela
slabych vizieb. Preto sa k bielkovine mdZu pevne pripojit iba tie ligandy, ktoré ktoré sa presne stotoz-
flujud s jej povrchom.

Centrum vizby (aktivne centrum), t.j. ta Cast’ bielkoviny, ktord interaguje s ligandom, ma obvykle
tvar priehlbiny vytvorenej na povrchu bielkovinovej molekuly v ddsledku definovaného rozlozenia
aminokyselin. Tieto aminokyseliny ¢asto patria vzdialenym ¢astiam toho istého retazca a tvoria
nevelkd Cast’ vSetkych aminokyselin bielkoviny. Ostatné AK si nevyhnutné pre udrzanie spravneho
tvaru bielkovinovej molekuly a pre vytvorenie doplnkovych aktivnych centier, ktoré hraji regulacni

24



ulohu. Vyznam vnutornej Casti bielkoviny je obvykle obmedzeny na zabezpecenie nevyhnutného tvaru
povrchu a potrebnej rigidity (tuhosti) Struktiry. Susedné AK zvysky povrchu bielkovinovej molekuly
Casto interaguju takym spOsobom, Ze sa meni reak¢énd schopnost’ bo¢nych skupin urcitych AK. Tieto
interakcie mozno rozdelit na niekol’ko typov. V nasledovnom prehlade si uvedené dve najddleZi-
tejsie:

a) Susedné Casti polypeptidického ret'azca mdzu interagovat’ tak, Ze bude obmedzeny pristup molekiil
vody k inym Castiam bielkovinového povrchu. Pretoze molekuly vody sa snaZia vytvédrat’ vodikové
vizby, musia konkurovat’ s ligandmi o bo¢né skupiny AK na povrchu bielkoviny. Preto pevnost’ vodi-
kovych (a iénovych) interakcii medzi bielkovinou a ligandom je znacne vicSia v tom pripade, ak sa
podari vylicit’ z tohto siboja molekuly vody. Vdaka tomu, Ze molekuly vody maji vel'mi silnd ten-
denciu k vytvdraniu vodikovych vizieb a formuji vel'ké spolocné molekulové siete, je Casto energeticky
nevyhodné pre takiito jednotkovid molekulu vody odtrhniit’ sa od takej siete, aby prenikla do priehlbiny
bielkovinového povrchu.

b) Vytvaranie klastera zo susednych polarnych AK meni reakénd schopnost’ ich bo¢nych skupin.
Napr. polypeptidicky retazec sa moze zvinit tak, Ze zbliZi stibor zdporne nabitych AK, nehladiac na
ich vzdjomné odpudzovanie. Ak toto prebehne, vyrazne vzrastd pribuznost’ kazdej z bo¢nych skupin
ku kladne nabitému i6nu. Bo¢né skupiny niektorych AK mdéz7u taktieZ vytvarat’ vodikové vizby, a tym
aktivovat’ obvykle neaktivne bo¢né skupiny, ktoré mézu vstupovat’ do reakcii veducich k tvorbe alebo
destrukcii urcitych kovalentnych vizieb.

Povrch kazdej bielkovinovej molekuly ma teda unikatne chemické vlastnosti, zavislé nielen od cha-
rakteru AK uloZenych na povrchu, ale aj od presnej vzdjomnej orienticie tychto AK. Preto aj nepatrné
zmeny konformacie bielkovinovej molekuly mozu viest’ k prudkej zmene jej chemickych vlastnosti.

V tych pripadoch, kedy chemické vlastnosti bo¢nych skupin AK nemo6zu zabezpecit riesenie konkrét-
nej katalytickej ulohy, bielkoviny vyuzivaji vypomoc Specidlnych nebielkovinovych molekul. Také
ligandy casto slizia v enzymovych reakciach ako koenzymy, a mézu sa tak pevne viazat’ s bielkovinou, Ze
sa fakticky stavaju jej Cast'ou. Prikladom mozu slizit: hém (obsahujici Zelezo) v molekule hemoglobinu
a cytochromoch; thiamin — pyrofosfat v enzymoch zucastnujiicich sa prenosu aldehydovej skupiny;
biotin v enzymoch zicastiiujicich sa prenosu karboxylovej skupiny.

V procesoch evolicie bol kazdy enzym vybraty podl'a uréitej chemickej aktivity, ktord prejavuje
v komplexe s bielkovinou. Ako koenzym casto sliZia vel'mi zloZité organické molekuly, chemické
vlastnosti ktorych v komplexe s bielkovinou nie su vzdy detailne zndme. Okrem reakéného centra
vstupuju do zloZenia koenzymov nezriedka zvysky, ktoré tieto spajaju s prislusSnymi bielkovinami.

Normalna ¢innost’ Zivych organizmov je mozna iba vd’aka tomu, Ze prirodné bielkoviny sa nespéjaji
so vSetkymi typmi molekl, ale iba s niekol'’kymi typmi. Iba jeden typ bielkovin — imunoglobuliny —
ma maximdlne moZny pocet aktivnych centier a spdja sa prakticky so vSetkymi druhmi molekul. Preto
systém imunoglobulin — ligand je najvhodnej$im systémom pre objasnenie vSeobecnych principov
takychto interakcii.

2.2.2 Struktirne ziklady mechanizmov pésobenia a funkcie bielkovin

2.2.2.1 Formuldcia pojmového apardtu

Prakticky vSetky druhy Cinnosti organizmu st zaloZené na ¢innosti bielkoviny. VSeobecna reakcia
celého organizmu na podmienky homeostdzy a na podmienky okolitého prostredia sa v kone¢nom
vysledku urcuje zmenami na atémovej alebo a7 subatémovej hladine. Pokisme sa zosumarizovat’
aspekty konstrukcie bielkovin, ktoré mozZzno dat’ do stvisu s kategériami mechanizmus, posobenie
alebo aktivita, a funkcia.

Mechanizmus opisuje postupnost’ v Case a priestore zdkladnych procesov vytvdrajucich urcité pdso-
benie alebo reakciu. Pre to, aby sme boli schopni sformulovat’ mechanizmus pdsobenia bielkoviny, je
nevyhnutné poznat’ detaily priestorového rozloZenia atémov a smer molekulovych orbitdlov. V sicas-
nosti je toto mozné iba v celkom vynimoc¢nych pripadoch (napr. hemoglobin a chymotrypsin). Otazka,
ktord si kladieme vo vztahu k mechanizmu znie: Ako pracuje bielkovina?
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Pojem pdsobenia alebo aktivity sa vztahuje k najviditelnej$im prejavom vlastnosti bielkoviny.
Napr. pdsobenie chymotrypsinu spoc¢iva v Stiepeni peptidu alebo polypeptidu. Otdzka vztahujica sa
k pdsobeniu znie: Co robi bielkovina?

Biologickd funkcia je prispevok niektorej zo zloziek systému do ¢innosti celého systému. Znamena
to, Ze funkciu bielkoviny je potrebné Studovat’ v sivislosti s vy$§imi hladinami funkénej hierarchie.
V pripade hemoglobinu su napr. vys$§imi hladinami cirkuldcia a metabolizmus. Chymotrypsin pln{
definovanui funkciu v systéme spracovania potravy, premienajic bielkoviny potravy; a tieZ funkciu
v systéme ochrany organizmu, inaktivujic Skodlivé polypeptidy (niektoré hormény, toxiny a bielkoviny
virusov) predtym, ako tieto méZu zaitoCit’ na epitelidlnu bariéru. Otdzka vztahujica sa k funkcii znie:
Akd je tiloha bielkoviny?

V nasledujucej Casti uvedieme zndme mechanizmy pdsobenia bielkovin na priklade enzymu.

2.2.2.2 Enzymovd katalyza [7, 12 — 14]

Jednou z najddlezitejSich funkcii bielkovin je Specifickd katalyza chemickych reakcii. Ligandom
v tomto pripade slizi molekula substratu, pritom jej naviazanie na enzym je nevyhnutnym predpokla-
dom chemickej reakcie. Enzymy st schopné vel'mi silne urychlovat’ chemické reakcie. Tak silni
ucinnost’ mozno pripisat’ niekol’kym faktorom. PredovSetkym enzymy zvicSuju lokdlnu koncentrdciu
molekdl substratu v katalytickom centre a udrzuji prislusné atémy v orientdcii nevyhnutnej pre na-
sledné reakcie. Najvacsi vyznam md vSak fakt, Ze Cast’ energie tejto vizby sa bezprostredne pouZiva
pre katalyzu. PriCina spociva v tom, Ze molekuly substratu, predtym ako sa menia na produkty reakcie,
prechadzaji cez subor prechodovych foriem so zmenenou geometriou a zmenenou elektrénovou
distribiciou. Vol'na energia (energia vidzby) vSetkych tychto prechodovych foriem, a predovsetkym
najnestabilnej$ich medzistavov, je podstatne zniZend, ak je molekula spojend s povrchom enzymu.
Obvykle enzymy maji ovel'a vac¢siu afinitu k nestabilnym prechodovym stavom substratov, ako k ich
stabilnym formam.

Niektoré enzymy kovalentne interaguji s jednym zo svojich substratov. Pri tom sa substrat viaZe
s AK alebo s molekulou koenzymu. Casto takéto reakcie prebiehajii v niekol’kych krokoch tak, Ze jeden
substrét je zachyteny aktivnym centrom, kovalentne sa viaze a reaguje ndsledne na povrchu enzymu
s druhym substratom. Na konci kazdého reakéného cyklu sa volny enzym obnovuje.

Schopnost’ enzymov urychl'ovat’ chemické reakcie je rozhodujica pre udrZanie Zivota. Ak by rych-
lost’ kl'i¢ovych reakcii nebola vyssia ako rychlost ich spétnych reakcii, bunka by rychle zahynula.
Aby sa toto vSetko mohlo uskutocnit, mnohé enzymy zabezpecujui, aby reakcie nimi katalyzované
prebiehali prednostne v jednom smere a to tym, Ze ich priebeh spdjaji s hydrolyzou ATP. Fond ATP
sa teda v bunke musi udrZovat’ na hladine d’alekej od rovnovdhy, aby pomer koncentricie ATP ku
koncentracii produktov jeho hydrolyzy bol vysoky. Teda fond ATP je ,,akumuldtorom‘ udrziavajicim
v bunke stily prenos energie a atdmov po metabolickych drdahach, uréenych pritomnymi enzymami.
Pre predstavu o rychlosti metabolizmu mozno uviest, Ze fond ATP typickej bunky cicavcov sa za
1 — 2 miniity tplne obnovuje, teda bunka za 1 sekundu pouZije 10’ molekiil ATP a Pudsky organizmus
vymieiia priblizne gram ATP za mintitu.

Taka vysoka rychlost’ bunkovych reakcii sa zabezpecuje efektivnostou enzymovych katalyzatorov.
Ucinnost mnohych kl'icovych enzymov je natol’ko vysoka, Ze jej d’alSie zvicSenie je nemysliteIné,
pretoZe reakcie katalyzované tymito enzymami st limitované rychlostou zraZok enzymu so substratmi
— teda rychlost’ reakcie je limitovana difiziou.

Ak je reakcia limitovana diftiziou, potom jej rychlost’ bude zavisld na koncentracii enzymu a sub-
stratu. Preto pri velkych rychlostiach mnohych naslednych reakcii je nevyhnutné, aby kazdy medzi-
produkt a vSetky enzymy boli pritomné vo vysokych koncentracidch. Dosiahnutel'né koncentracie reak¢-
nych zloZiek v bunke su vSak limitované obrovskym poctom sti¢asne prebiehajuicich réznych reakcif
v bunke. Vi&§ina metabolitov je pritomna v mikromoldrnych koncentracidch (107° M), a bunkova kon-
centracia vicsiny enzymov je ovela mensia. Odpoved’ sa skryva v priestorovej organizacii bunkovych
zlozZiek.
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2.2.2.3 Priestorovd organizdcia enzymovej katalyzy

Rychlost’ enzymatickej reakcie sa zvysi bez zvysSenia koncentracie substratov vtedy, ak ststredime
rozne enzymy zucastnené v nadvizujucich reakcidch, do velkého multienzymového komplexu. Pri
takomto spdsobe organizacie bude produkt jedného enzymu bezprostredne postupovat’ na druhy enzym,
produkt druhého na treti, atd’., aZ sa vytvori kone¢ny produkt. Limitujuici faktor diftizie sa tym odstrani
aj pri vel'mi nizkych vnitrobunkovych koncentracidch medziproduktov. Takéto enzymové komplexy
(napr. pyruvat, dehydrogendzy) sa vyskytuji vel'mi Casto, zicastiiuji sa takmer vSetkych aspektov
metabolizmu, v¢itane centrdlnych genetickych procesov syntézy DNA, RNA a bielkovin.

Inym spdsobom zvicSenia rychlosti metabolickych reakcii je icast’ membrany v enzymatickych
procesoch. T4 sa pouZziva na rieSenie tohto problému dvomi cestami:

1. Prvou je skutocnost, Ze membrany su schopné izolovat’ cely rad substratov a pdsobiace na ne enzymy

v jednom kompartmente, napr. endoplazmatickom retikule, alebo jadre. Kazdy takyto kompartment

v bunke bez kompartmentu.

2. Druhy spdsob spociva v tom, ze diftzia prisluSnych zloziek sa neodohrdva v celom trojrozmernom
priestore bunky, ale iba v dvojrozmernom priestore povrchu membrany. Enzymy a substraty sa

v takomto priestore budud zrdzat’ ovela CastejSie ako v bunke, hoci rychlost’ diftizie molekdl v mem-

brane je asi 100-krat mensia ako vo vodnom roztoku. Takyto proces sa vyuZiva v pripade enzymov

a substratov zucastiujicich sa na syntéze lipidickych molekl, teda substrity sd suc¢astou samotne;j

lipidickej vrstvy. Je mozné, Ze sa tento princip pouZiva aj pre urychlenie d’al§ich reakcif, v ktorych

sa zucastiiuju enzymy viazané s membranou.

Podobny mechanizmum ,,viazanej diftzie,, zvi¢Suje rychlost’ identifikacie génovospecifickych
postupnosti DNA niektorymi regula¢nymi bielkovinami, s ktorymi sa tieto kontaktuji priamo na
chromozéme. Takéto bielkoviny maju slabu afinitu ku vSetkym castiam DNK. Pri svojom pohybe
neustdle nardZaji na chromozém, ako keby po fiom ,kizali,, a takymto spésobom prehladdvaji celd
di7ku DNA a7 do néjdenia svojich $pecifickych aktivnych centier.

2.2.2.4 Fyzikdlna bdza koncepcie enzymovej katalyzy [7, 9, 13]

Vsetky typy bioreakcii ako pravidlo maju tri kroky: prvy — priblizenie partnerov, druhy — vlastna
biotransformécia, treti — vzdialenie premenenych subsystémov. Ukazuje sa, ze prvy a treti krok sd
typické van der Waalsove procesy, druhy krok je bud’ ucinne katalyzovand chemickd reakcia, alebo
opit’ van der Waalsov proces. Teoreticky sa takyto typ reakcii d4 skimat’ na baze kombinacie metéd
kvantovej fyziky a klasickej fyziky, alebo na baze metéd Monte Carlo a molekulovej dynamiky. Zmysel
pristupu mozno charakterizovat’ na baze konformacne — relaxacnych interakcii v bielkovine.

Predpokladi sa, Ze konformacné zmeny enzym — substratového komplexu vyvolané zmenou elektré-
nového stavu substritu v aktivhom centre enzymu, majui charakter usmernenej relaxacie, a zahtiaji
procesy premeny molekuly substratu na molekulu produktu. Elementarny akt enzymatickej reakcie
spoc¢iva v konformac¢nej zmene enzym — substratového komplexu, a rychlost’ premeny substrat-produkt
sa urcuje rychlostou tejto konformacnej zmeny.

Postupnost’ udalosti moZno si predstavit’ nasledovne:

Zmena elektrénového stavu a lokalne zmeny geometrie aktivneho centra a substratu prebiehaji za
dobu vibragnej relaxacie (107> — 107" sec). Zasahuji iba ¢ast’ molekuly — vy&lenené chemické vizby
substratu a funkéné skupiny aktivneho centra, ale nie ostatnd velkd cast’ bielkovinovej globuly. Vo
vyslednom S$tddiu sa makromolekuldrny komplex nachddza v tejto etape v konformacne-nerovnovaz-
nom stave. Nésledne prebieha pomald relaxacia enzym — substratového komplexu k novej rovnovéhe,
a premena substratu na produkt

S+E—>SE">E'P

k. ™ 1 - z~ Y - : . . -
kde E’ je nerovnovédzny a E' novy rovnovéazny konformaény stav bielkovinovej globuly enzymu. Che-
mickd zmena substratu, zahfiiajica nasledné preskupenie atdmov za rozpadu chemickych vizieb, sa
realizuje ako ¢ast’ konformaénej zmeny makromolekuldrneho komplexu.
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V nasledujtucej etape prebieha rozpad komplexu enzym — produkt
E'P—>E'+P
pric¢om toto Stddium je tieZ sprevddzané rychlymi lokalnymi zmenami v aktivnom centre a solvatacnymi
zmenami produktov reakcie, ktoré unikaji do okolia. Enzym zostiva v konformagnom stave E', ktory
sa po odtrhnuti produktu stdva nerovnovdZznym a napétym. V zdverecnej etape prebieha pomald konfor-

v 2 L, . . , , . 1 P . . .
macna relaxacia vol'nej molekuly enzymu k vychodziemu stavu E' — E. Sudradnica reakcie sa kryje so
suradnicou konformacnej relaxacie, ktora prebieha v jednotlivych etapach a ma usmerneny charakter:

E—>E SE'SE

Etapovy charakter premeny substratu je vysledkom synchrénneho kooperativneho priebehu vsetkych
tychto aktov v spolocnom polyfunkénom systéme.

2.2.2.5 Vratnd zmena konformdcii — alosterické bielkoviny

Niektoré bielkovinové molekuly (ale moZno aj ich vd¢sina) majui dve alebo viac nevel'mi sa odlisu-
jucich konformadcif a prechddzajic jedna do druhej, mozu menit’ svoju funkciu. V takejto alosterickej
bielkovine sa moze vytvarat’ niekol’ko rdéznych siborov vodikovych vézieb s pribliZzne rovnakou energiou,
pricom kazdy takyto suibor vyZaduje rdzne priestorové vztahy medzi dvomi Cast’ami polypeptidického
retazca. Alternativne stabilizované konformadcie si oddelené od seba nestabilnymi medzistavmi, takze
molekula ,,skdce* z jednej stabilnej konformacie do druhe;j.

KaZzda diskrétna konformacia alosterickej bielkoviny ma o nie¢o odlisny povrch od druhej a teda
roznu schopnost’ interagovat’ s inymi molekulami. Casto iba jedna z dvoch konformécii mé vysoki
afinitu ku konkrétnemu ligandu, v tomto pripade pritomnost’ alebo nepritomnost’ ligandu urcuje
konformdciu, v ktorej sa bielkovina vyskytuje. V tych pripadoch, kedy sa s r6znymi ¢astami povrchu
jednej bielkoviny mdzu viazat’ dva rdzne ligandy, zmena koncentricie jedného z nich meni afinitu
bielkoviny k druhému ligandu. Podobné alosterické zmeny hraji vedicu dlohu v reguldcii mnohych
biologickych procesov.

Alosterické bielkoviny st zdsadne nevyhnutné pre bunkovu signalizdciu. PretoZe maji najmenej
dve centrd vizby (jedno pre substrit a dalSie pre regulacné ligandy), ktoré si umiestnené v réznych
Castiach povrchu bielkovin, rozpozndvané ligandy mozu byt celkom odlisné. PretoZe vizba jedného
ligandu s prisluSnym centrom mo6Ze vplyvat’ na druhé centrum zmenou konformacie bielkoviny, potom
lubovolny metabolicky proces v bunke mbZe byt regulovany produktom I'ubovolnej inej reakcie neza-
visle od jej chemického charakteru.

Alosterické bielkoviny zvlast’ citlivo reaguji na signdly, ak, €o sa Casto stdva, pracuju spolocne ako
identické jednotky v symetrickom sibore. V takych bielkovindch zmena konformdcie jednej podjednotky,
vyvolana pripojenim ligandu, méZe pomdct’ sisednym podjednotkdm pripdjat’ ten isty ligand. V do-
sledku toho relativne mald zmena koncentracie ligandu v okolitom prostredi prepdja prechod celého
suboru z neaktivnej konformacie na aktivnu a naopak. Ak sa ligand spija prednostne s aktivnou
konformdciou kazdej podjednotky enzymu, vedie to k vyraznému zvéacSeniu enzymovej aktivity.

2.2.2.6 Reguldcia enzymovej aktivity a metabolickych drdh

Alosterické bielkoviny sa zucastiuji na reguldcii podla principu spitnej vizby, ktord kontroluje tok
latok cez metabolické drdhy. Napr. enzymy na zaciatku metabolickych dréh su ako pravidlo aloste-
rickymi bielkovinami s dvomi stavmi. Jeden z nich je aktivna konformécia. Bielkovina nachddzajica
sa v takejto konformdcii viaZe v aktivhom centre substrat a meni ho na nasledujici metabolit danej
drahy. Druha konformadcia je neaktivna. Bielkovina v tejto konformadcii pevne viaze kone¢ny produkt
tejto drahy v Specidlnej Casti povrchu (regulaénom centre). Pri nahromadeni koncového produktu sa
enzym na tento produkt naviaZe a meni svoju konforméciu na neaktivnu (zaporna spitnd vézba), ktora
sa stava stabilnou v dosledku toho, Ze produkt mdZe naviazat enzym len v tomto tvare. V opacnom
pripade (pri nedostatku produktu), je enzym, zucCastnujici sa na metabolickej drdahe, aktivovany
alosterickym prechodom, ktory prebieha len pri nedostatku produktu tohto typu. V tomto pripade sa
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ligand viaze s aktivnou formou enzymu (kladnd spitna vizba) a takd vdazba vyZaduje prechod z neaktiv-
nej do aktivnej konformacie. Vysledok regulacie prostrednictvom kladnej a zdpornej spitnej vidzby
spociva v tom, Ze dany produkt sa syntetizuje v bunke len vtedy, ked’ je nevyhnutne potrebny a tak sa
udrzuju relativne stdle koncentracie vSetkych metabolitov.

Reguldcia sa mdZe uskutociiovat’ aj inym spdsobom. Jednym z nich je vyuZivanie optimdlnej rych-
losti prace enzymov v tom ktorom procese; d’alsim je zosilnenie signdlu. Rozozndvame ,.zosilnenie
velkosti odpovede®, pri ktorom stimulujica molekula vyvold velkd, ale linedrne timernd odpoved
(napr. jedna stimulujica molekula vyvola vznik jednej tisicky sekunddrnych molekil, dve stimulujiice
molekuly sposobia vznik dvoch tisicok molekil; takym prikladom je reakcia rodopsinu), a ,,zosilnenie
citlivosti odpovede*, kedy zvicsenie stimulu vedie k velkému zvicSeniu prislusného signdlu aj v pripade,
ak sa pri tom zvysila hladina pozadia (prikladom je alosterickd kooperativita hemoglobinu). Otazky
reguldcie enzymov uzko sivisia s problémom rakoviny. Ukézalo sa, Ze superprodukcia bunkovej biel-
koviny moze vyvolat transformdciu normélnej bunky na rakovinovu. K takému istému vysledku moze
dojst’ aj pri zdmene jedného nukleotidu v polypeptidickom ret'azci.

2.2.2.7 Vyniitend zmena konformdcie bielkoviny

Ak alostericka bielkovina je schopna existovat’ v dvoch alternativnych konformdaciach — neaktivne;j
nizkoenergetickej K, a aktivnej vysokoenergetickej K* — energia ktorych sa 1ii o 18 kJ/mol (&o je
pribliZzne energia tvorby Styroch vodikovych vizieb na povrchu bielkoviny), potom koncentracia K bude
tisicndsobne prevySovat’ pravdepodobnost’ existencie konformdcie K, a bielkovina bude skoro vzdy
existovat’ v neaktivnej forme. Existuji dva sposoby printitit’ bielkovinu prejst’ do aktivnej formy:

1. Prvym spdsobom je naviazanie nizkomolekulového ligandu, ktory akoby dotiahne molekulu do
konformacie K*. Ak sa ligand viaZe iba s K, potom energia tejto konforméacie sa vyberovo zniZuje,
zatial’ ¢o energia konformdcie K zostdva nemennd. Pretoze sa ligand v tomto pripade viaZe na biel-
kovinu slabo (vicSia Cast’ vdzobnej energie sa minie na udrzanie vhodného tvaru bielkoviny, tak
aby tento vyhovoval ligandu), potom takyto komplex vel'mi l'ahko disociuje, a preto takdto zmena
konformaécie bielkoviny je plne vratnd.

2. Druhy spdsob spociva vo vyuziti doplnkovej chemickej energie na to, aby sa bielkovina ,,posotila“
k zmene konformécie K na aktivnu konforméciu K*. V tomto pripade je zmena konformacie temer
nevratna. Obvykle sa tento dej realizuje kovalentnym prenosom fosfatu z molekuly ATP na zvysky
Ser, Thr, Tyr v bielkovine s vytvorenim kovalentnej vizby. Této reakcia fosforyldcie vytvdra
nevyhodné odpudzovanie nabojov pre vznik konformacie K. Ak sa toto odpudzovanie zmensi pri
prechode k tvaru K, prechod od K ku K" sa ve'mi ul'ah¢i. Regulovana fosforyldcia, aktivujiica alebo
inhibujuca ¢innost Specifickych bielkovin je obvyklym javom v eukaryotickych bunkach.

Takyto princip dovoluje pouzit zmenu konformacie bielkoviny pre vykonanie uZito¢nej prace.
Usmerneny pohyb tohto typu vykonava molekula myozinu alebo DNA helikdza. Podobnym spdsobom
pracuju aj multienzymové komplexy, ktoré uskutocnuju také zlozité procesy, akymi su replikdcia DNA
alebo syntéza bielkovin. V takychto ,,bielkovinovych strojoch hydrolyza naviazanych molekil nukle-
ozid-trifosfatu vedie k usmernenym konforma¢nym zmendm individudlnych bielkovin, ¢o niti skupiny
takychto bielkovin premiestiiovat’ sa koordinovane. Takym istym sp6sobom sa skupiny enzymov
cielene premiestiiuji na miesto reakcie necakajic na ndhodné zrdzky medzi jednotlivymi reakénymi
zlozkami. Z toho vyplyva, Ze niektoré vlastnosti bielkovin mozno objasnit iba pri rozbore ich funkcie,
t. j. ich prispevku k zlozZitejSej Cinnosti.

2.2.3 Vyuzitie kvantitativnych vzt'ahov medzi Struktirou a biologickou aktivitou [9 — 11]

O vyjadrenie stvislosti medzi Struktirou a aktivitou l4tky sa vedd snahy uZ viac ako 100 rokov, a to
z dovodu potreby syntetizovat’ biologicky aktivne latky ako zaklad lieciv, anestetik, pesticidov a inych
podobnych latok. Na molekularnej trovni to v prvom rade znamena objasnit’ povahu interakcie cudzo-
rodej latky s prislusnym receptorom. Metédy kvantifikacie biologickej aktivity vychadzaji ako pravidlo
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z viacparametrického vztahu, v ktorom biologicka aktivita E; latky vyjadrena ako funkcia f; (kde i ozna-
Cuje typ vlastnosti) jej hydrofébnych x, elektrénovych x. a stérickych x vlastnosti ma tvar

E; = fi(xn) + feo(xe) + fo(xs) + konst

Na parametriziciu tychto vlastnosti sa obvykle vyuzivaji veli¢iny odvodené na zdklade linearnych
vztahov urcujicich Gibbsovu energiu v modelovych fyzikdlnych alebo fyzikdlne — chemickych systé-
moch. Takéto metédy si obsahom Specidlnej literatdry.
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