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1. ⁄vod

PochopenÌ procesu vytv·¯enÌ prostorovÈ struktury (sbalo-
v·nÌ) protein˘ st·le z˘st·v· jednou ze z·kladnÌch nezodpovÏ-
zen˝ch ot·zek souËasnÈ molekul·rnÌ biologie. P¯estoûe proce-
sy vedoucÌ k syntÈze polypeptidovÈho ¯etÏzce (transkripce
a translace) jsou zn·my relativnÏ dob¯e, st·le nejasnÈ zatÌm
z˘st·v·, jak syntetizovan˝ polypeptidov˝ ¯etÏzec dosahuje svÈ
trojrozmÏrnÈ struktury, kter· d·v· nakonec vznik nativnÌmu
funkËnÌmu proteinu.

Studium systÈm˘ in vitro a in vivo p¯in·öÌ v souËasnosti
st·le vÏtöÌ mnoûstvÌ informacÌ a rychl˝ pokrok v instrumentaci
nabÌzÌ velkÈ moûnosti pro charakterizaci meziprodukt˘, kterÈ
p¯i sbalov·nÌ vznikajÌ. ObjevenÌ molekulov˝ch chaperon˘
(z anglickÈho Ñchaperoneì, Ëesky garded·ma) pak vedlo k po-
rovn·v·nÌ mechanism˘ sbalov·nÌ protein˘ probÌhajÌcÌch in
vivo a in vitro.

Znalost procesu sbalov·nÌ je û·doucÌ jak pro pr˘myslovou
produkci protein˘, tak pro syntÈzu nov˝ch protein˘. V nepo-
slednÌ ¯adÏ  by pochopenÌ mechanism˘,  ¯ÌdÌcÌch vytv·¯enÌ
nativnÌ struktury protein˘, mohlo pomoci v lÈËbÏ ¯ady chorob
(nemoc öÌlen˝ch krav, Creutzfeldova-Jakobsova choroba) zp˘-
soben˝ch chybn˝m sbalenÌm protein˘.

2. Je sbalov·nÌ ¯Ìzeno termodynamicky
nebo kineticky?

Z pokus˘ prov·dÏn˝ch Anfinsenem1,2 in vitro na ribonu-
klease z¯etelnÏ vypl˝v·, ûe proces sbalov·nÌ proteinu je vratn˝

a tedy, ûe veöker· informace, nezbytn· k dosaûenÌ nativnÌ
konformace proteinu, je obsaûena v sekvenci aminokyselin.

D˘sledkem tohoto tzv. Anfinsenova postul·tu je fakt, ûe
sbalov·nÌ protein˘ je ¯Ìzeno termodynamicky3. To znamen·,
ûe p¯i sbalov·nÌ spÏje molekula proteinu do p¯ÌsluönÈho mini-
ma volnÈ energie. Protoûe ale poËet konformacÌ, kterÈ m˘ûe
polypeptidov˝ ¯etÏzec zaujmout, je astronomicky vysok˝, po-
tom n·hodnÈ Ñprohled·v·nÌì vöech moûn˝ch uspo¯·d·nÌ (ve-
doucÌ tak k nalezenÌ nativnÌ konformace) by vyûadovalo ne-
˙mÏrnÈ mnoûstvÌ Ëasu, kterÈ by bylo i v rozporu s experimen-
t·lnÏ pozorovanou dobou nutnou pro sbalenÌ proteinu. Tento
zd·nliv˝ rozpor se naz˝v· Levinthal˘v paradox4 a jeho d˘sled-
kem je hypotÈza, ûe nativnÌ struktura proteinu je pod termo-
dynamickou kontrolou, avöak jejÌ dosaûenÌ p¯edch·zÌ tvorba
meziprodukt˘, jejichû vznik je ¯Ìzen kineticky.

Tuto hypotÈzu v sobÏ odr·ûÌ model kineticky ¯ÌzenÈho
sbalov·nÌ protein˘4,5. V nÏm je Levinthal˘v paradox p¯ekon·n
tÌm, ûe sbalov·nÌ probÌh· skrze tvorbu nÏkolika nukleaËnÌch
center (segment˘ s uspo¯·danou strukturou) v r˘zn˝ch Ë·stech
polypeptidovÈho ¯etÏzce. Tvorba nukleaËnÌch center je reali-
zov·na interakcemi kr·tkÈho a st¯ednÌho dosahu, kterÈ tak
iniciujÌ a ¯ÌdÌ proces sbalov·nÌ. Vznik nukleaËnÌch center
v poË·teËnÌ f·zi sbalov·nÌ tak znaËnÏ omezuje poËet konfor-
macÌ, kterÈ m˘ûe polypeptidov˝ ¯etÏzec n·slednÏ p¯i sbalov·-
nÌ zaujmout.

Podobn˝ model p¯echodu souboru denaturovan˝ch mole-
kul do nativnÌho stavu p¯edstavil Wolynes6. V modelu tzv.
ÑsbalovacÌ n·levkyì je sledov·n pr˘bÏh zmÏny volnÈ energie
p¯i sbalov·nÌ proteinu, kter˝ vede s n·padnou snadnostÌ skrze
komplikovan˝ energetick˝ profil. Z modelu vypl˝v·, ûe rych-
lost sbalov·nÌ je zpomalov·na Ñz·hybyì v energetickÈm pro-
filu (odpovÌdajÌcÌ lok·lnÌm minim˘m energie), kterÈ odpovÌ-
dajÌ formov·nÌ p¯echodnÏ stabilnÌch meziprodukt˘. SmÏrem
ke dnu n·levky kles· jak mnoûstvÌ moûn˝ch konformacÌ, tak
entropie polypeptidovÈho ¯etÏzce. »Ìm strmÏjöÌ je sklon stÏn
n·levky, tÌm je sbalov·nÌ rychlejöÌ.

V souËasnosti obecnÏ p¯evaûuje n·zor, ûe vytv·¯enÌ troj-
rozmÏrnÈ struktury protein˘ je ¯Ìzeno termodynamicky, avöak
probÌh· skrze kineticky kontrolovanou tvorbu Ë·steËnÏ uspo-
¯·dan˝ch meziprodukt˘.

3. DomÈny a subdomÈny jako jednotky sbalenÌ

Na existenci kompaktnÏ zformovan˝ch globul·rnÌch Ë·stÌ
bÌlkovin v z·sadÏ nez·visl˝ch na struktu¯e ostatnÌch Ë·stÌ
molekuly, upozornil poprvÈ Wetlaufer5,7. PozdÏji se pro tyto
˙tvary vûil n·zev domÈny.

ÿada experiment˘ potvrdila, ûe domÈny jsou schopny
samostatnÈho sbalov·nÌ, nez·visle na ostatnÌch Ë·stech poly-
peptidovÈho ¯etÏzce7-16. Nap¯Ìklad domÈny glyceraldehydde-
hydrogenasy12 v·ûÌcÌ NAD+, domÈny aspart·taminotransfe-
rasy13 a pankreatickÈ elastasy16 v·zajÌcÌ fosf·t. N- a C-termin·l-
nÌ domÈny kvasinkovÈ fosfoglycer·tkinasy majÌ kvazinativnÌ
strukturu 17,18. ObecnÏ  lze  ¯Ìci,  ûe  samostatnÈ domÈny  se
sbalujÌ rychleji, neû jsou-li integrov·ny v molekule19.
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AËkoli jsou nÏkterÈ domÈny schopnÈ samostatnÈho sbalo-
v·nÌ, jejich schopnost vytvo¯it aktivnÌ protein byla pozorov·na
pouze v nÏkolika m·lo p¯Ìpadech (nap¯. u thioredoxinu20,
elastasy16 a methionyl-t-RNA synthetasy21). Spr·vnÈ sbalenÌ
domÈn tedy nenÌ dostaËujÌcÌ podmÌnkou pro vytvo¯enÌ funk-
ËnÌho proteinu, nutn· je i jejich kontinuita, kter· zajiöùuje
stabilitu celÈho proteinu22.

Vzhledem k v˝skytu shodnÏ organizovan˝ch domÈn v r˘z-
n˝ch proteinech i v r·mci jednÈ molekuly (nÏkdy i bez homo-
logie v prim·rnÌ struktu¯e) se p¯edpokl·d·, ûe hr·ly d˘leûitou
roli v evoluci protein˘. Diskutovan˝m mechanismem je dupli-
kace a f˙ze gen˘23.

V souvislosti s diskusÌ o domÈn·ch se d·le nabÌzÌ ot·zka,
zda by mohly existovat fragmenty na niûöÌ strukturnÌ ˙rovni
neû domÈny (tzv. subdomÈny), kterÈ by byly schopny samos-
tatnÈho sbalov·nÌ. TermÌn subdomÈna je zde pouûÌv·n pro
jednotku sbalenÈ struktury, kter· je vÏtöÌ neû helix nebo β-
struktura, ale z·roveÚ menöÌ, neû cel· domÈna26. Nap¯Ìklad
C-termin·lnÌ fragmenty thermolysinu se sbalujÌ autonomnÏ,
jestliûe majÌ velikost alespoÚ t¯Ì helix˘ nebo jsou vÏtöÌ24,25. K
podobn˝m z·vÏr˘m doöli Oas a Kim26 v experimentech s
fragmenty BPTI, kterÈ se samostatnÏ sbalovaly a n·slednÏ
spojovaly. P¯edpokl·d· se, ûe tyto subdomÈny jsou konden-
zovanÈ stavy polypeptidovÈho ¯etÏzce, ve kter˝ch jeötÏ nedo-
ölo k ˙plnÈmu tÏsnÈmu sbalenÌ atom˘ hydrofobnÌho j·dra.
Proti tomuto n·zoru mluvÌ nÏkterÈ experimenty s fragmenty
menöÌmi neû domÈna, nap¯Ìklad z SH2 domÈny protein˘ p60
a p85 (cit.14,15), s F2 fragmenty z bakteri·lnÌ nukleasy27-29,
tryptofan synthasy nebo cytochromu c (cit.30), u nihû nebylo
samostatnÈ sbalov·nÌ pozorov·no.

4. Modely sbalov·nÌ protein˘

Sbalov·nÌ by bylo relativnÏ snadno vysvÏtlitelnÈ za p¯ed-
pokladu, ûe by kaûd· aminokyselina dos·hla svou spr·vnou
konformaci nez·visle na ostatnÌch nebo pouze za ˙Ëasti inter-
akcÌ kr·tkÈho dosahu. Tento p¯edpoklad je ale v rozporu
s realitou, neboù opomÌjÌ interakce dlouhÈho dosahu, kterÈ se
p¯i sbalov·nÌ uplatÚujÌ a jsou nezbytnÈ pro stabilitu terci·rnÌ
nativnÌ konformace.

Velmi kontroverznÌ ot·zkou je, zda existuje pouze jedna
jedineËn· cesta, kterou se sbalov·nÌ proteinu ubÌr· nebo zda
je jich vÌce. Jestliûe m· kaûd· molekula proteinu na poË·tku
sbalov·nÌ jinou konformaci, pak je moûnÈ se domnÌvat, ûe
kaûd· sleduje svou jedineËnou cestu sbalenÌ (obr. Ia). Ja-
ko analogii si m˘ûeme p¯edstavit skl·d·nÌ dÏtskÈ skl·daËky
(z angl. Ñjigsaw puzzleì)31. AËkoli p¯i kaûdÈm skl·d·nÌ p¯ipo-
jujeme jednotlivÈ dÌly v r˘znÈm po¯adÌ, vûdy (za p¯edpokladu,
ûe postupujeme spr·vnÏ) dojdeme ke stejnÈmu cÌli. Nedostat-
kem takovÈho modelu je, ûe v sobÏ zahrnuje nespr·vn˝ p¯ed-
poklad, totiû ûe nativnÌ sbalenou konformaci proteinu urËujÌ
pouze interakce kr·tkÈho dosahu.

Oproti tomu se zd·, ûe modely zahrnujÌcÌ tvorbu urËitÈho
poËtu meziprodukt˘, kterÈ vedou k jednÈ nativnÌ konformaci,
vystihujÌ cel˝ proces vÏrohodnÏji (obr. 1b).

PrvnÌm z nich byl model nukleace-propagace5,32,33, ve
kterÈm dÌky fluktuacÌm doch·zÌ na r˘zn˝ch mÌstech v poly-
peptidovÈm ¯etÏzci ke vzniku segment˘ s uspo¯·danou struk-
turou (nukleace), kterÈ sice nejsou stabilnÌ, ale slouûÌ jako
templ·t pro dalöÌ sbalov·nÌ (propagace).

DifuznÏ-koliznÏ-adheznÌ model p¯edpokl·d·, ûe jednotli-
vÈ elementy nativnÌ konformace proteinu, jako jsou nap¯Ìklad
α-helixy a β-struktury, jsou v denaturovanÈm proteinu nesta-
bilnÌ a tedy p¯ÌtomnÈ jen s malou pravdÏpodobnostÌ. P¯i vhod-
n˝ch interakcÌch se ale mohou tyto struktury navz·jem stabi-
lizovat a vytv·¯et soudrûnÏjöÌ ˙tvary. RychlostnÌ konstanta pro
vznik takov˝chto ˙tvar˘ je d·na souËinem rychlosti, se kterou
se danÈ prvky mÌsÌ, a pravdÏpodobnosti, ûe budou vhodnÏ
orientov·ny. Dynamika denaturovanÈho polypeptidovÈho ¯e-
tÏzce ukazuje, ûe se jeho r˘znÈ Ë·sti sr·ûejÌ vlivem difuze
p¯ibliûnÏ 10+5 kr·t za sekundu34. P¯i pravdÏpodobnosti 10-5, ûe
jsou oba segmenty ve vhodnÈ orientaci, je pak hodnota rych-
lostnÌ kostanty sbalov·nÌ shodn· s pozorovanou hodnotu ¯·-
dovÏ 1.s-1 (cit.41).

DalöÌ model, tzv. postupnÈ hierarchickÈ sbalov·nÌ protei-
nu, navrhl Schulz35. P¯edpokl·dal, ûe sbalov·nÌ probÌh· stup-

Obr. 1. U ñ denaturovan˝ protein, I ñ meziprodukt, N ñ nativnÌ
protein (a) model sbalov·nÌ protein˘, v nÏmû kaûd· molekula sleduje
svou jedineËnou cestu sbalenÌ, (b) model sbalov·nÌ protein˘, zahrnu-
jÌcÌ tvorbu urËitÈho mnoûstvÌ meziprodukt˘, (c) obecn˝ model sbalo-
v·nÌ protein˘ zahrnujÌcÌ v sobÏ oba p¯edch·zejÌcÌ modely41

U1

U4

U6

U5

U2

U3

N

I1U I2 I3 N
slow

U1

I1

I2

I3

I4 NU3

U2

U4

U5

U6

slow

a

b

c

Chem. Listy 94, 494 ñ 500 (2000) Refer·ty

495



ÚovitÏ v z·vislosti na strukturnÌ hierarchii, tedy ûe po nukleaci
se tvo¯Ì sekund·rnÌ struktury, kterÈ se spojujÌ a d·vajÌ vznik-
nout supersekund·rnÌm struktur·m, potom domÈn·m a nako-
nec celÈmu aktivnÌmu monomeru. U sloûenÈho proteinu dojde
v poslednÌ f·zi k uspo¯·d·nÌ podjednotek a tÌm k fin·lnÌm
konformaËnÌm ˙prav·m, kterÈ dajÌ vznik funkËnÌm vlastnos-
tem proteinu.

V tzv. Ñframe workì modelu36 se tvorba nativnÌ struktury
uskuteËÚuje sestavov·nÌm jiû existujÌcÌch element˘ sekun-
d·rnÌch struktur, kterÈ p¯eûÌvajÌ denaturaci. Tyto elementy
majÌ znaËnou stabilitu a nejobtÌûnÏjöÌm krokem sbalov·nÌ je
jejich sestavov·nÌ dohromady. Je dok·z·no, ûe nap¯. α-helix
se tvo¯Ì v kaûdÈm denaturovanÈm polypeptidu bÏhem mikro-
sekund34, ale zanik· jeötÏ rychleji; rovnov·ûn· konstanta pro
jeho tvorbu je tedy menöÌ neû jedna. Ot·zkou z˘st·v·, v jakÈm
stadiu se tedy α-helix st·v· stabilnÌm. Ale jak velk· stabilita
je jiû v˝znamn·? JednÌm z nejstabilnÏjöÌch zn·m˝ch α-helix˘
je aminokonec ribonukleasy A, a aËkoli je v denaturovanÈm
proteinu hojnÏ zastoupen, stabilizov·n je aû v koneËnÈ f·zi
sbalov·nÌ37.

DalöÌ moûn˝ zp˘sob sbalov·nÌ je, ûe polypeptid podstoupÌ
v renaturaËnÌch podmÌnk·ch rychl˝ kolaps realizovan˝ p¯e-
v·ûnÏ hydrofobnÌmi interakcemi (tzv. hydrofobnÌ kolaps)38,
a dos·hne tak pomÏrnÏ kondenzovanÈho stavu. TakovÈto stÌs-
nÏnÌ polypeptidovÈho ¯etÏzce m˘ûe pak zv˝öit pravdÏpodob-
nost, ûe p¯i probÌhajÌcÌch sr·ûk·ch dos·hne nativnÌ struktury39.
Formov·nÌ sekund·rnÌch struktur by mohlo probÌhat s hydro-
fobnÌm kolapsem i souËasnÏ40.

Obecn˝ mechanismus sbalov·nÌ protein˘, navrûen˝ podle
zatÌm dostupn˝ch experiment·lnÌch dat41 m˘ûeme vidÏt na
obr. 1c. Tzv. model dÏtskÈ skl·daËky (obr. 1a) se uplatnÌ
pravdÏpodobnÏ v poË·teËnÌ f·zi sbalov·nÌ. Jeho v˝sledkem
nenÌ protein s nativnÌ strukturou, ale pouze nÏkolik Ë·steËnÏ
sbalen˝ch meziprodukt˘. PotÈ, pravdÏpodobnÏ stejn˝m me-
chanismem, jako v difuznÏ-koliznÏ-adheznÌm nebo Ñframe
workì modelu, dojde za pomoci hlavnÏ hydrofobnÌch a vodÌko-
v˝ch vazeb ke stabilizaci element˘ nativnÌ struktury41. Sbalo-
v·nÌ je poslÈze ukonËeno utvo¯enÌm nativnÌ struktury proteinu.

5. Meziprodukty, molten globule

V souËasnÈ dobÏ se p¯i ¯eöenÌ problÈmu sbalov·nÌ protein˘
klade velk˝ d˘raz na zkoum·nÌ vlastnostÌ meziprodukt˘, je-
jichû tvorba byla p¯i sbalov·nÌ ¯ady protein˘ pozorov·na42-48.

Detekce a charakterizace meziprodukt˘, kter· je povaûo-
v·na za jednu z podmÌnek ˙spÏönÈho ¯eöenÌ mechanismu
sbalov·nÌ, je znesnadnÏna rychlostÌ a kooperativitou tohoto
procesu a z toho vypl˝vajÌcÌm faktem, ûe meziprodukty majÌ
obecnÏ velmi kr·tkou ûivotnost. Navzdory tomu byla usku-
teËnÏna ¯ada pokus˘ detekce a charakterizace p¯echodn˝ch
stav˘ p¯i sbalov·nÌ protein˘. DÌky technickÈmu pokroku po-
slednÌch let dnes existujÌ metody, kterÈ lze pro studium sbalo-
v·nÌ protein˘ pouûÌt, nap¯. NMR, vyuûÌvajÌcÌ rychlÈ v˝mÏny
vodÌkñdeuterium a spojen· s rychl˝m mÌch·nÌm49. »asto po-
uûÌvanou metodou je takÈ studium proteinov˝ch fragmen-
t˘26,50. Metody proteinovÈho inûen˝rstvÌ umoûÚujÌ stabilizaci
meziprodukt˘ a zkoum·nÌ chov·nÌ r˘zn˝ch Ë·stÌ proteinu
bÏhem sbalov·nÌ51,52.

U mnoha protein˘ byla v ËasnÈ f·zi sbalov·nÌ prok·z·na
tvorba sekund·rnÌch struktur53,54. Ohgushi a Wada55 pozoro-

vali p¯i sbalov·nÌ ¯ady protein˘ vznik meziprodukt˘ s podob-
n˝mi vlastnostmi, kterÈ nazvali molten globule (MG). Molten
globuli charakterizovali jako pomÏrnÏ kompaktnÌ ˙tvar s vy-
sok˝m mnoûstvÌm nativnÌch sekund·rnÌch struktur a s fluktu-
jÌcÌ terci·rnÌ strukturou. Obsahuje p¯Ìstupn· hydrofobnÌ mÌsta,
na kter· se m˘ûe v·zat hydrofobnÌ barvivo anilinonaftalensul-
fon·t. Molten globule byla potÈ pozorov·na p¯i sbalov·nÌ ¯ady
protein˘, nap¯. α-laktalbuminu48, β-laktamasy56, karbonan-
hydrasy57, α-podjednotky58 a β-podjednotky tryptofansyntha-
sy59, hovÏzÌho r˘stovÈho hormonu60 a kvasinkovÈ fosfoglyce-
r·tkinasy52.

Velmi diskutovanou ot·zkou je, zda jsou sekund·rnÌ struk-
turnÌ prvky, p¯ÌtomnÈ v molten globuli, shodnÈ s nativnÌmi.
Nap¯Ìklad analyzovan· molten globule α-laktalbuminu obsa-
huje zformovanou helik·lnÌ domÈnu se slab˝mi hydrofobnÌmi
interakcemi, zatÌmco β-struktura je znaËnÏ neuspo¯·dan·. Po-
zorov·n v nÌ byl i hydrofobnÌ ˙tvar vytv·¯en˝ postrannÌmi
¯etÏzci Tyr103, Trp104 a His107, jehoû struktura byla jen
nepatrnÏ odliön· od tÈ, kter· je pozorov·na v nativnÌm protei-
nu61. Vytv·¯enÌ prvk˘ nativnÌ sekund·rnÌ struktury bylo takÈ
pozorov·no p¯i sbalov·nÌ cytochromu c (cit.51), barnasy62 a sle-
piËÌho lysozymu63. Naopak tvorba nenativnÌch sekund·rnÌch
struktur byla pozorov·na p¯i renaturaci β-laktoglobulinu64.

U ¯ady protein˘ byly identifikov·ny meziprodukty, kterÈ
p¯edch·zely tvorbu molten globule36,59,65,66. Tyto ˙tvary, poz-
dÏji nazvanÈ pre-molten globule66, obsahujÌ znaËnÈ mnoûstvÌ
fluktujÌcÌch sekund·rnÌch motiv˘, jsou mÈnÏ kompaktnÌ, ale
stejnÏ jako molten globule vykazujÌ p¯Ìtomnost hydrofobnÌch
oblastÌ p¯Ìstupn˝ch rozpouötÏdlu.

Mnohem podstatnÏjöÌ ot·zkou z˘st·v·, zda je tzv. molten
globule meziprodukt, p¯es kter˝ se sbalov·nÌ odehr·v· podle
n·sledujÌcÌho schÈmatu,

denaturovan˝ protein → molten globule → nativnÌ protein,

Ëi zda stojÌ mimo cestu sbalov·nÌ a je tedy pouze strukturou
proteinu, kter· je preferov·na v dan˝ch renaturaËnÌch podmÌn-
k·ch:

denaturovan˝ protein → nativnÌ protein

molten globule67.

PodobnÈ ˙vahy se mohou t˝kat i meziprodukt˘, u kter˝ch
nenÌ p¯esvÏdËivÏ dok·z·no, ûe jsou pro sbalov·nÌ d˘leûitÈ67.

Model molten globule, jako obecnÈho meziproduktu od-
mÌt· A. L. Fink68, kter˝ nepopÌr· existenci meziprodukt˘, ale
zd˘razÚuje,  ûe vzhledem  k tomu, ûe  prostorov· struktura
proteinu je urËena sekvencÌ jeho aminokyselin, obecn˝ mezi-
produkt nem˘ûe existovat, a ûe kaûd˝ protein tvo¯Ì p¯i sba-
lov·nÌ sv˘j specifick˝ meziprodukt s jedineËnou strukturou.

6. »asn· f·ze sbalov·nÌ

Proces sbalov·nÌ proteinu by mohl b˝t iniciov·n hydro-
fobnÌm kolapsem, kter˝ zp˘sobÌ kondenzaci polypeptidovÈho
¯etÏzce. PotÈ n·sleduje vznik sekund·rnÌch struktur, kterÈ jsou
neust·le p¯eskupov·ny69 a kterÈ mohou slouûit jako nukleaËnÌ
j·dra. Je takÈ moûnÈ, ûe tyto dva procesy probÌhajÌ souËasnÏ70.

↔
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Teorii hydrofobnÌho kolapsu v ËasnÈ f·zi sbalov·nÌ podporuje
¯ada experiment·lnÌch dat52,63,71,72.

V mnoha proteinech byly pozorov·ny mikrostruktury p¯e-
ûÌvajÌcÌ denaturaci, kterÈ by mohly tvo¯it nukleaËnÌ j·dra pro
n·slednÈ sbalov·nÌ. Nap¯Ìklad Neri73 detegoval p¯Ìtomnost hy-
drofobnÌch ˙tvar˘ v denaturovanÈmrepresoru.Tvorbu hydrofob-
nÌch shluk˘ objevil Mathews71 bÏhem renaturace dihydrofol·t-
reduktasy. V˝skyt zbytkov˝ch lok·lnÌch struktur v denaturova-
nÈm proteinu pozoroval Logan et al.74 PomocÌ fluorescenËnÌ
emisnÌ spektrometrie byl bÏhem renaturace fosfoglycer·tkina-
sy a jejÌch mutant˘ zjiötÏn v˝skyt zbytkov˝ch mikrostruktur,
kterÈ se skl·daly z hydrofobnÌch shluk˘52. Je tedy moûnÈ, ûe
sbalov·nÌ proteinu zaËÌn· hydrofobnÌm kolapsem doprov·-
zen˝m tvorbou nativnÌch nebo nenativnÌch sekund·rnÌch struk-
tur. Tyto mikrostruktury mohou tvo¯it nukleaËnÌ centra v pro-
cesu sbalov·nÌ proteinu.

V kaûdÈm p¯ÌpadÏ v ËasnÈ f·zi procesu vznikne heterogen-
nÌ populace Ë·steËnÏ sbalen˝ch meziprodukt˘, kterÈ jsou ve
fluktujÌcÌ rovnov·ze75 a kterÈ mohou mÌt i multimernÌ povahu.
TakovÈ meziprodukty byly nap¯Ìklad pozorov·ny bÏhem re-
naturace fosfoglycer·tkinasy76,77, kde se rychle tvo¯ily p¯e-
chodnÈ multimernÌ meziprodukty, kterÈ potÈ, bÏhem pomalÈ-
ho stadia sbalov·nÌ, d·valy vzniknout nativnÌmu proteinu.
NarozdÌl od klasick˝ch agreg·t˘ (shluk˘), je ale jejich v˝skyt
nez·visl˝ na koncentraci, objevujÌ se i p¯i koncentracÌch pro-
teinu 0,05 µM. MultimernÌ meziprodukty (dimery, trimery
a tetramery) byly takÈ pozorov·ny p¯i renaturaci N-termin·l-
nÌch fragment˘ fosfoglycerolkinasy v rovnov·ûn˝ch podmÌn-
k·ch72.

KinetickÈ metody, kterÈ se v souËasnosti pouûÌvajÌ k de-
tekci meziprodukt˘, jsou omezeny Ëasov˝m rozsahem na mili-
sekundy. V poË·tcÌch sbalov·nÌ protein˘ probÌhajÌ pravdÏpo-
dobnÏ velmi rychlÈ ud·losti, kterÈ jsou mimo tento experimen-
t·lnÌ dosah. Pro pochopenÌ mechanismu sbalov·nÌ protein˘ je
nezbynÈ porozumÏt pr·vÏ tÏmto velmi Ëasn˝m ud·lostem,
kterÈ iniciujÌ cel˝ proces.

7. St¯ednÌ a pozdnÌ f·ze sbalov·nÌ

Ve st¯ednÌ f·zi sbalov·nÌ byla pozorov·na tvorba vazeb-
n˝ch mÌst pro substr·t nebo ligand. Nap¯Ìklad vazebn· mÌsta
pro ionty Ca2+ v α-laktalbuminu jsou vytv·¯ena jeötÏ p¯ed
zformov·nÌm nativnÌho proteinu78. PodobnÏ byla pozorov·na
tvorba nativnÌch epitop˘ u β-podjednotky tryptofansyntha-
sy79.

V poslednÌ f·zi procesu protein dos·hne svou nativnÌ
konformaci a u enzym˘ se objevÌ aktivita. Dojde k p¯esnÈmu
uspo¯·d·nÌ sekund·rnÌch struktur80, spr·vnÈmu sbalenÌ hydro-
fobnÌho j·dra81, u oligomernÌch protein˘ se uspo¯·dajÌ podjed-
notky36, u multidomÈnov˝ch protein˘ se jednotlivÈ domÈny
¯·dnÏ sp·rujÌ8 a p¯eskupÌ se disulfidovÈ vazby82. Sbalov·nÌ
protein˘  je v tÈto f·zi ¯Ìzeno  nekovalentnÌmi interakcemi
a disulfidovÈ vazby hrajÌ pouze roli stabilizaËnÌ.

Krokem, kter˝ omezuje rychlost poslednÌ f·ze sbalov·nÌ,
je u ¯ady protein˘ izomerizace prolinu83. P¯ibliûnÏ 60 % pro-
tein˘ obsahuje v nativnÌm stavu nejmÈnÏ jednu cisX-Pro vaz-
bu. Izomerizace prolinu byla pops·na Brandtsem83, kter˝ po-
mocÌ tohoto jevu vysvÏtloval pomalÈ f·ze sbalov·nÌ a exis-
tenci dvou denaturaËnÌch forem ribonukleasy A (cit.84). Role
izomerizace prolinu byla postupnÏ p¯ijÌm·na. Levitt85 navr-

hoval existenci t¯Ì druh˘ prolinu. PrvnÌ, kter˝ neovlivÚuje
sbalov·nÌ, druh˝, kter˝ sniûuje jeho rychlost a t¯etÌ, kter˝
sbalov·nÌ blokuje. NicmÈnÏ izomerizace prolinu nem˘ûe b˝t
povaûov·na za proces vlastnÌ pouze poslednÌ f·zi sbalov·nÌ72.

8. Pravidla sbalov·nÌ protein˘ in vitro

Je z¯ejmÈ, ûe ˙plnÈ pochopenÌ mechanism˘ ovl·dajÌcÌch
p¯echod proteinu do svÈ nativnÌ struktury bude jeötÏ vyûadovat
mnoho vÏdeckÈho ˙silÌ a experiment˘. Na z·vÏr m˘ûeme
pravidla sbalov·nÌ protein˘, odvozen· z dosud proveden˝ch
in vitro studiÌ, shrnout do t¯Ì bod˘:
1. sbalov·nÌ proteinu je v danÈm prost¯edÌ ¯Ìzeno jeho pri-

m·rnÌ strukturou (Anfinsen˘v postul·t),
2. nativnÌ struktura proteinu je pod termodynamickou kon-

trolou a odpovÌd· minimu Gibbsovy volnÈ energie,
3. sbalov·nÌ vÏtöiny protein˘ prov·zÌ vznik Ë·steËnÏ sbale-

n˝ch meziprodukt˘, kterÈ jsou kontrolov·ny kineticky.

9. Sbalov·nÌ protein˘ in vivo

Dlouhou dobu se p¯edpokl·dalo, ûe novÏ syntetizovanÈ
proteiny se in vivo sbalujÌ samy a stejn˝m mechanismem, jako
in vitro. PoslednÌ v˝zkumy ale naznaËujÌ zcela jasnÏ, ûe sba-
lov·nÌ protein˘ do jejich nativnÌch konformacÌ in vivo, stejnÏ
jako skl·d·nÌ podjednotek p¯i tvorbÏ oligomernÌch struktur
vyûaduje v mnoha p¯Ìpadech pomoc dalöÌch l·tek bÌlkovinnÈ
povahy zvan˝ch molekulovÈ chaperony86,87.

Podle Anfinsena1,2 je informace obsaûen· v sekvenci ami-
nokyselin nezbytnou a postaËujÌcÌ podmÌnkou pro zajiötÏnÌ
funkËnÌ konformace proteinu, kter· je z·roveÚ strukturou s nej-
niûöÌ volnou energiÌ. Ke spr·vnÈmu sbalenÌ tedy nenÌ t¯eba
û·dnÈ dalöÌ informace ani vnÏjöÌ energie.

MolekulovÈ chaperony interagujÌ se vznikajÌcÌmi, stre-
sem-destabilizovan˝mi nebo p¯emÌsùovan˝mi proteiny a za-
braÚujÌ tak jejich nespr·vnÈmu sbalenÌ a n·slednÈmu sr·ûenÌ.
Nemohou ale interagovat s nativnÌmi proteiny, ani nejsou
schopny spr·vnÏ sbalit jiû jednou zformovanÈ sraûeniny bÌl-
kovin. Chaperony takÈ nenesou informaci, kter· by umoûnila
proteinu dos·hnout jinÈ konformace, neû jak· je mu diktov·na
sekvencÌ aminokyselin88,89. MolekulovÈ chaperony pouze zvy-
öujÌ v˝tÏûek, ale nikoli rychlost reakce sbalov·nÌ. Z tohoto
pohledu tedy nejsou katalyz·tory a jejich funkce nezpochyb-
Úuje platnost Anfinsenova postul·tu (viz v˝öe).

Chaperony pravdÏpodobnÏ nejsou schopny v·zat se na
˙plnÏ rozbalen˝ polyproteinov˝ ¯etÏzec. SpÌöe se zd·, ûe se
p¯echodnÏ v·ûÌ na Ëasn˝ meziprodukt, kter˝ vznik· p¯i sbalo-
v·nÌ proteinu72. TÌmto Ëasn˝m meziproduktem by mohla b˝t
i molten globule nebo takÈ tzv. pre-molten globule72. V kaû-
dÈm p¯ÌpadÏ tento Ëasn˝ intermedi·t obsahuje velkÈ hydrofob-
nÌ oblasti a je pravdÏpodobnÈ, ûe se na chaperon v·ûe pr·vÏ
skrze nÏ. K uvolnÏnÌ proteinu je v nÏkter˝ch p¯Ìpadech zapo-
t¯ebÌ hydrol˝zy ATP. ZÌskan· energie je pouûita k realizaci
konformaËnÌch zmÏn chaperonu, kterÈ uvolnÌ protein90.

Experimenty se sbalov·nÌm protein˘ prov·dÏnÈ in vitro
naznaËujÌ, ûe öpatnÈ sbalov·nÌ a n·slednÈ sr·ûenÌ proteinu je
d˘sledkem kompetice mezi spr·vn˝m a chybn˝m sbalenÌm.
Uk·zalo se, ûe chaperony nejsou t¯eba, je-li v buÚce prefero-
v·no formov·nÌ spr·vnÈ struktury. To se potvrdilo i u oligo-
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mernÌch protein˘. Z tohoto pohledu se jevÌ jako velmi zajÌma-
vÈ sbalov·nÌ p22Arc represorovÈho dimeru, kde sbalovacÌ
proces za ˙Ëasti chaperonu byl pomalejöÌ neû neasistovanÈ
sbalov·nÌ, tzn. bez ˙Ëasti chaperonu91.

Z·kladnÌ ˙lohou molekul·rnÌch chaperon˘ je tedy chr·nit
proteiny p¯ed nevhodn˝mi interakcemi a udrûovat mezipro-
dukty sbalov·nÌ na spr·vnÈ ÑcestÏì, vedoucÌ k dosaûenÌ nativ-
nÌ konformace. Je takÈ moûnÈ, ûe pom·hajÌ udrûovat protein
v konformaci, vhodnÈ pro snadn˝ transport p¯es membr·ny.
Moûnost chybnÈho sbalenÌ je vÏtöÌ, jestliûe rychlost biosyntÈ-
zy je v˝raznÏ pomalejöÌ, neû proces sbalov·nÌ. Protein v ma-
lÈm mnoûstvÌ tedy vyûaduje pro spr·vnÈ sbalenÌ p¯Ìtomnost
chaperonu.

TakÈ nÏkterÈ dalöÌ molekuly pom·hajÌ spr·vnÈmu sbalo-
v·nÌ protein˘ in vivo ñ nap¯Ìklad proteindisulfidisomerasa,
kter· katalyzuje tvorbu disulfidov˝ch vazeb v sekreËnÌch pro-
teinech a je hojnou souË·stÌ endoplazmatickÈho retikula. Nebo
dalöÌ enzym: peptidyl-prolyl-cis-transisomerasa, katalyzujÌcÌ
cis-trans izomeraci X-Pro peptidov˝ch vazeb. Tyto enzymy
zrychlujÌ sbalovacÌ proces, kter˝ m˘ûe za optim·lnÌch podmÌ-
nek probÏhnout i bez nich92,93. NÏkterÈ enzymy podstupujÌ po
sbalenÌ dalöÌ chemickÈ modifikace, jako je nap¯Ìklad glykosy-
lace. Bylo prok·z·no, ûe glykosylace nemÏnÌ cestu sbalenÌ (in
vitro ani in vivo), ale pouze zvyöuje stabilitu proteinu, tato
stabilizace je p¯ev·ûnÏ entropickÈho p˘vodu94.

10. Z·vÏr

V p¯edeöl˝ch kapitol·ch jsme se pokusili podat struËn˝
a ucelen˝ obraz problematiky sbalov·nÌ protein˘ jak je na nÏj
nahlÌûeno v souËasnosti. PonÏvadû dÌky pokrok˘m v instru-
mentaËnÌ a v˝poËetnÌ technice proch·zÌ toto odvÏtvÌ bou¯li-
v˝m v˝vojem, nenÌ moûnÈ s urËitostÌ odhadnout, jakou cestou
se ¯eöenÌ tohoto problÈmu bude ubÌrat a jakÈ prost¯edky budou
p¯i objasÚov·nÌ tohoto jevu rozhodujÌcÌ.

Predikce nativnÌ konformace proteinu o zn·mÈ aminoky-
selinovÈ sekvenci je jedna z velk˝ch a otev¯en˝ch ot·zek
molekul·rnÌ biologie a z·roveÚ jedna z nejvÏtöÌch v˝zev pro
novou vÏdu ñ bioinformatiku. PouûitÌm rychl˝ch v˝poËetnÌch
program˘ a superpoËÌtaËovÈho Ëasu popsali Duan a Kollman95

˙spÏönÈ sbalov·nÌ p¯imÏ¯enÏ velkÈho proteinovÈho fragmentu
pomocÌ simulace molekulovou dynamikou do stavu, kter˝ je
blÌzk˝ nativnÌmu. Proto se d· oËek·vat, ûe detailnÌ poËÌtaËov·
simulace celÈho procesu sbalov·nÌ, metodou molekulovÈ dy-
namiky je moûn·.

DÌky pokroku v sekvenaci (je zn·m kompletnÌ genom
t¯in·cti bakteriÌ a kvasinek, na dosah je zmapov·nÌ genomu
prvnÌch vÌcebunÏËn˝ch ûivoËich˘, jsou charakterizov·ny t¯i
genomy rostlin, genom octomilky a kompletnÌ sekvence lid-
skÈho genomu je oËek·v·na poË·tkem p¯ÌötÌho tisÌciletÌ) roste
i tlak na vy¯eöenÌ kÛdu struktury a funkce. Jednou z moûn˝ch
cest je homologickÈ modelov·nÌ, vyuûÌvajÌcÌ vöechny infor-
mace z datab·zÌ zn·m˝ch struktur, jeû jsou v souËasnÈ dobÏ
k dispozici. Bohuûel efektivita i tÈto metody je velmi nÌzk· ñ
asi 25 % pro proteiny s velmi blÌzkou aminokyselinovou
sekvencÌ. Klesne-li homologie pod 25 %, spolehlivost metody
kles· prudce k nule.

Mnoho mal˝ch protein˘ se sbaluje spont·nnÏ za dobu
nÏkolika sekund. Sekund·rnÌ strukturnÌ prvky, jako jsou örou-
bovice a β-struktury, vznikajÌ ¯·dovÏ v dob·ch nanosekund aû

mikrosekund. Jak bylo ¯eËeno, sbalov·nÌ je ¯Ìzeno termodyna-
micky a je v˝sledkem fyzik·lnÌch interakcÌ mezi atomy pro-
teinu a solventem. Tyto interakce jsou element·rnÌ a dob¯e
popsanÈ a tak se nabÌzÌ ot·zka, proË tyto znalosti nelze pouûÌt
ke sledov·nÌ celÈho procesu. Je tomu tak ze dvou z·kladnÌch
d˘vod˘. TÌm prvnÌm je, ûe poËÌtaËe dnes pouûÌvanÈ, a to ani
ty nejrychlejöÌ a nejmodernÏjöÌ, nemohou proch·zet cel˝ kon-
formaËnÌ prostor v rozumnÈm Ëase. Druh˝m d˘vodem je, ûe
si nem˘ûeme b˝t jisti, zda dostupnÈ empirickÈ potenci·ly jsou
dostateËnÏ p¯esnÈ k urËenÌ spolehlivÈ hodnoty volnÈ energie
vznikajÌcÌho proteinu. P¯ÌspÏvky zÌskanÈ pomocÌ empirick˝ch
potenci·l˘ jsou jak kladnÈ tak z·pornÈ a nab˝vajÌ velk˝ch
hodnot, kterÈ se tak¯ka ruöÌ p¯i urËenÌ celkovÈ energie systÈmu.

P¯estoûe dosud nebyla pops·na jedin· ˙spÏön· simulace
celÈho procesu vytv·¯enÌ nativnÌ struktury proteinu, je z¯ejmÈ,
ûe zvl·ötÏ dÌky poslednÌm simulaËnÌm pokus˘m, p¯esvÏdËivÏ
dokazujÌcÌch jejich pouûitelnost, je molekulov· dynamika znovu
na scÈnÏ. VylepöenÌ v˝konnosti poËÌtaË˘ zcela jistÏ ne malou
mÏrou p¯ispÏje ke zlepöenÌ souËasnÈho stavu. NemÏlo by se
ovöem zapomÌnat, ûe k vy¯eöenÌ je t¯eba detailnÏ porozumÏt
proces˘m na co nejvyööÌ teoretickÈ ˙rovni ñ v˝poËty ab initio
a n·roËnÈ experimenty osvÏtlujÌcÌ vöechny aspekty studova-
nÈho problÈmu.

NÏkte¯Ì auto¯i p¯irovn·vajÌ hled·nÌ jednoho ze z·kladnÌch
kÛd˘ p¯Ìrody k hled·nÌ svatÈho gr·lu. Povaûujeme za vhodnÈ
zmÌnit na z·vÏr jeden z cit·t˘, kter˝ tuto legendu nejlÈpe
vystihuje: Gr·l na sebe m˘ûe br·t mnoho podob v pr˘bÏhu
doby a mnozÌ tvrdÌ, ûe jiû pochopili, ovl·dli a nalezli jeho
tajemstvÌ. M˘ûeme snad spat¯it jeho z·blesk a tuöit jeho obry-
sy, ale odhodlanÌ rytÌ¯i se musÌ p¯ipravit na dlouhÈ hled·nÌ
a tÏûkou d¯inu96.
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M. ävec and J. Vondr·öek (Institute of Organic Che-
mistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the Czech
Republic, Prague): Protein Folding: State of the Problem
at the End of Millenium

To be biologically active, proteins must adopt specific
folded three-dimensional tertiary structures. Yet the genetic
information for the proteins specifies only the primary struc-

ture, the linear sequence of amino acids in the polypeptide
backbone. Many purified proteins can spontaneously refold in
vitro after being completely unfolded, so the three-dimen-
sional structure must be determined by the primary structure.
How this occurs has become known as the protein-folding
problem. It was primarily of academic interest, but the advent
of protein engineering and the ability to produce any protein,
often in an insoluble, unfolded, inactive and useless form, has
made it also of great practical importance. The problem can
be divided into two main questions. The first is by what kinetic
process or pathway does protein adopt its native and biologi-
cally active folded conformation and the other, what is the
physical basis of the stability of folded conformations. The
present review summarizes the present state of knowledge of
the problem and attempts to put it into perspective for what
could follows.
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