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1. Uvod

Pochopeni procesu vytvareni prostorové struktury (sbalo-
vani) proteint stdle zstdvd jednou ze zdkladnich nezodpové-
zenych otdzek souc¢asné molekuldrni biologie. PiestoZe proce-
sy vedouci k syntéze polypeptidového fetézce (transkripce
a translace) jsou zndmy relativné dobfe, stdle nejasné zatim
zUstav4, jak syntetizovany polypeptidovy fetézec dosahuje své
trojrozmérné struktury, kterd dava nakonec vznik nativnimu
funkénimu proteinu.

Studium systému in vitro a in vivo prindsi v soucasnosti
stdle vétsi mnozstvi informaci a rychly pokrok v instrumentaci
nabizi velké moznosti pro charakterizaci meziproduktu, které
pfi sbalovdni vznikaji. Objeveni molekulovych chaperont
(z anglického ,,chaperone®, cesky gardedama) pak vedlo k po-
rovndvani mechanisml sbalovdni proteint probihajicich in
vivo a in vitro.

Znalost procesu sbalovéni je Zddouct jak pro primyslovou
produkci proteint, tak pro syntézu novych proteint. V nepo-
sledni fadé by pochopeni mechanismi, fidicich vytvafeni
nativni struktury proteinti, mohlo pomoci v 1é¢bé fady chorob
(nemoc Silenych krav, Creutzfeldova-Jakobsova choroba) zpt-
sobenych chybnym sbalenim proteint.

s w2

2. Je sbalovani Fizeno termodynamicky
nebo kineticky?

Z pokusti provadénych Anfinsenem'? in vitro na ribonu-
klease zfetelné vyplyva, Ze proces sbalovani proteinu je vratny
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a tedy, Ze veskerd informace, nezbytna k dosazeni nativn{
konformace proteinu, je obsazena v sekvenci aminokyselin.

Dusledkem tohoto tzv. Anfinsenova postuldtu je fakt, Ze
sbalovdni proteinii je fizeno termodynamicky”. To znamend,
Ze pii sbalovani spéje molekula proteinu do prislusného mini-
ma volné energie. Protoze ale pocet konformaci, které mize
polypeptidovy fetézec zaujmout, je astronomicky vysoky, po-
tom ndhodné ,,prohleddvéani* vSech moznych usporadani (ve-
douci tak k nalezeni nativni konformace) by vyzadovalo ne-
umérné mnozstvi ¢asu, které by bylo i v rozporu s experimen-
talné pozorovanou dobou nutnou pro sbaleni proteinu. Tento
zdénlivy rozpor se nazyva Levinthaltv paradox” a jeho diisled-
kem je hypotéza, Ze nativni struktura proteinu je pod termo-
dynamickou kontrolou, avsak jeji dosazeni piedchdzi tvorba
meziproduktd, jejichz vznik je fizen kineticky.

Tuto hypotézu v sobé odrdzi model kineticky fizeného
sbalovdni proteini™>. V ném je Levinthaltiv paradox piekonan
tim, Ze sbalovédni probihd skrze tvorbu nékolika nukleac¢nich
center (segmentd s uspofddanou strukturou) v riiznych ¢dstech
polypeptidového fetézce. Tvorba nukleacnich center je reali-
zovana interakcemi kratkého a stiedniho dosahu, které tak
iniciuji a fidi proces sbalovdni. Vznik nukleaCnich center
v pocdtecni fazi sbalovani tak znacné omezuje pocet konfor-
maci, které mtize polypeptidovy fetézec ndasledné pfi sbalova-
ni zaujmout.

Podobny model prechodu souboru denaturovanych mole-
kul do nativniho stavu predstavil Wolynesé. V modelu tzv.
,,sbalovaci ndlevky“ je sledovdn pribéh zmény volné energie
pri sbalovani proteinu, ktery vede s ndpadnou snadnosti skrze
komplikovany energeticky profil. Z modelu vyplyvd, Ze rych-
lost sbalovdni je zpomalovéna ,,zdhyby* v energetickém pro-
filu (odpovidajici lokdlnim minimim energie), které odpovi-
daji formovéni piechodné stabilnich meziproduktd. Smérem
ke dnu nalevky klesa jak mnozstvi moznych konformaci, tak
entropie polypeptidového fetézce. Cim strméjsi je sklon stén
ndlevky, tim je sbalovani rychlejsi.

V soucasnosti obecné pfevazuje ndzor, Ze vytvareni troj-
rozmérné struktury proteind je fizeno termodynamicky, avSak
probihd skrze kineticky kontrolovanou tvorbu ¢astecné uspo-
fddanych meziproduktd.

3. Domény a subdomény jako jednotky sbaleni

Na existenci kompaktné zformovanych globuldrnich ¢dsti
bilkovin v zdsadé nezdvislych na struktuie ostatnich cdsti
molekuly, upozornil poprvé Wetlaufer™’. Pozdéji se pro tyto
utvary vZil ndzev domény.

Rada experimentéi potvrdila, ¢ domény jsou schopny
samostatného sbalovdni, nezdvisle na ostatnich ¢dstech poly-
peptidového fetézce’ ' Napriklad domény glyceraldehydde-
hydrogenasy'? vazici NAD*, domény aspartitaminotransfe-
rasy'® a pankreatické elastasy'® vazajici fosfat. N- a C-termindl-
ni domény kvasinkové fosfoglycerdtkinasy maji kvazinativni
strukturu 7' Obecné lze fici, Ze samostatné domény se
sbaluji rychleji, nez jsou-li integrovany v molekule'®.
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Ackoli jsou nékteré domény schopné samostatného sbalo-
vani, jejich schopnost vytvorit aktivni protein byla pozoroviana
pouze v nékolika mdlo piipadech (napf. u thioredoxinu®,
elastasy'® a methionyl-t-RNA synthetasy>'). Spravné sbaleni
domén tedy neni dostacujici podminkou pro vytvoreni funk-
¢niho proteinu, nutnd je i jejich kontinuita, kterd zajistuje
stabilitu celého proteinu?.

Vzhledem k vyskytu shodné organizovanych domén v rtiz-
nych proteinech i v rdmci jedné molekuly (nékdy i bez homo-
logie v primarni struktufe) se piedpoklddd, Ze hrdly dilezitou
roli v evoluci proteini. Diskutovanym mechanismem je dupli-
kace a fiize geni®.

V souvislosti s diskusi 0 doméndch se ddle nabizi otdzka,
zda by mohly existovat fragmenty na nizsi strukturni drovni
nez domény (tzv. subdomény), které by byly schopny samos-
tatného sbalovani. Termin subdoména je zde pouZzivin pro
jednotku sbalené struktury, kterd je vétsi nez helix nebo [3-
struktura, ale zdroven mensi, nez cela doména’®, Naptiklad
C-termindlni fragmenty thermolysinu se sbaluji autonomné,
jestlize maji velikost alespoit tif helixt nebo jsou v&tsi***> K
podobnym zavérim dosli Oas a Kim®® v experimentech s
fragmenty BPTI, které se samostatné sbalovaly a ndsledné
spojovaly. Predpoklada se, Ze tyto subdomény jsou konden-
zované stavy polypeptidového fetézce, ve kterych jesté nedo-
§lo k dplnému tésnému sbaleni atomd hydrofobniho jddra.
Proti tomuto nazoru mluvi nékteré experimenty s fragmenty
mens$imi nezZ doména, napiiklad z SH2 domény proteint 2;360
a p85 (cit."!), s F2 fragmenty z bakteridlni nukleasy”’?,
tryptofan synthasy nebo cytochromu ¢ (cit.*®), u nihZ nebylo
samostatné sbalovdni pozorovano.

4. Modely sbalovani proteina

Sbalovani by bylo relativné snadno vysvétlitelné za pred-
pokladu, Ze by kazdd aminokyselina dosdhla svou spravnou
konformaci nezdvisle na ostatnich nebo pouze za icasti inter-
akci kratkého dosahu. Tento predpoklad je ale v rozporu
s realitou, nebof opomiji interakce dlouhého dosahu, které se
pri sbalovdni uplatiiuji a jsou nezbytné pro stabilitu tercidrni
nativni konformace.

Velmi kontroverzni otdzkou je, zda existuje pouze jedna
jedinec¢nd cesta, kterou se sbalovdni proteinu ubird nebo zda
je jich vice. Jestlize md kazdd molekula proteinu na pocatku
sbalovdni jinou konformaci, pak je mozné se domnivat, Ze
kazdd sleduje svou jedineCnou cestu sbaleni (obr. Ia). Ja-
ko analogii si mizeme predstavit skldddni détské skladacky
(z angl. ,,jigsaw puzzle“)31. Ackoli pfi kazdém skldddni ptipo-
jujeme jednotlivé dily v rizném poradi, vzdy (za predpokladu,
Ze postupujeme spravné) dojdeme ke stejnému cili. Nedostat-
kem takového modelu je, Ze v sobé zahrnuje nespravny pred-
poklad, totiz Ze nativni sbalenou konformaci proteinu urcuji
pouze interakce kratkého dosahu.

Oproti tomu se zdd, ze modely zahrnujici tvorbu urcitého
poctu meziprodukti, které vedou k jedné nativni konformaci,
vystihuji cely proces vérohodnéji (obr. 1b).

Prvnim z nich byl model nukleace-propagace>>* ve
kterém diky fluktuacim dochdzi na riznych mistech v poly-
peptidovém fetézci ke vzniku segmenti s usporddanou struk-
turou (nukleace), které sice nejsou stabilni, ale slouZi jako
templdt pro dalsi sbalovani (propagace).
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Difuzné-kolizné-adhezni model predpoklddd, Ze jednotli-
vé elementy nativni konformace proteinu, jako jsou naptiklad
o-helixy a B-struktury, jsou v denaturovaném proteinu nesta-
bilni a tedy pfitomné jen s malou pravdépodobnosti. Pfi vhod-
nych interakcich se ale mohou tyto struktury navzdjem stabi-
lizovat a vytvdret soudrznéjsi utvary. Rychlostni konstanta pro
vznik takovychto utvard je ddna sou¢inem rychlosti, se kterou
se dané prvky misi, a pravdépodobnosti, ze budou vhodné
orientovany. Dynamika denaturovaného polypeptidového fe-
tézce ukazuje, Ze se jeho rtizné Césti srazeji vlivem difuze
piblizné 10* krat za sekundu®. Pfi pravdépodobnosti 107, ze
jsou oba segmenty ve vhodné orientaci, je pak hodnota rych-
lostn{ kostanty sbalovdni shodnd s pozorovanou hodnotu f4-
dove 1.s! (cit.™h).

Dalsi model, tzv. postupné hierarchické sbalovani protei-
nu, navrhl Schulz®. Predpokladal, Ze sbalovani probih4 stup-
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Obr. 1. U - denaturovany protein, I — meziprodukt, N — nativni
protein (a) model sbalovéni proteint, v némz kazdd molekula sleduje
svou jedine¢nou cestu sbalent, (b) model sbalovén{ proteind, zahrnu-
jici tvorbu ur¢itého mnozstvi meziproduktd, (¢) obecny model sbalo-
véni proteint zahrnujici v sobé oba piedchdzejici modely
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novité v zdvislosti na strukturni hierarchii, tedy Ze po nukleaci
se tvori sekunddrni struktury, které se spojuji a davaji vznik-
nout supersekundarnim strukturdm, potom doméndm a nako-
nec celému aktivnimu monomeru. U sloZeného proteinu dojde
v posledni fdzi k usporfddani podjednotek a tim k findlnim
konformacnim upravdm, které daji vznik funkénim vlastnos-
tem proteinu.

V tzv. ,frame work” modelu se tvorba nativni struktury
uskutecniuje sestavovanim jiz existujicich elementli sekun-
darnich struktur, které prezivaji denaturaci. Tyto elementy
jejich sestavovani dohromady. Je dokdzdno, Ze napft. o-helix
se tvoii v kazdém denaturovaném polypeptidu béhem mikro-
sekund®, ale zanikd je$t& rychleji; rovnovaznd konstanta pro
jeho tvorbu je tedy mensi nez jedna. Otdzkou zGstavd, v jakém
stadiu se tedy a-helix stavd stabilnim. Ale jak velka stabilita
jejiz vyznamnd? Jednim z nejstabilnéjsich znamych o-helixd
je aminokonec ribonukleasy A, a ackoli je v denaturovaném
proteinu hojné zastoupen, stabilizovdn je az v konecné fazi
sbalovani®’.

Dalsi mozny zpisob sbalovani je, Ze polypeptid podstoupi
v renatura¢nich podminkdch rychly kolaps realizovany pre-
vazn& hydrofobnimi interakcemi (tzv. hydrofobni kolaps)®®,
a dosdhne tak pomérné kondenzovaného stavu. Takovéto stis-
néni polypeptidového fetézce mize pak zvysit pravdépodob-
nost, e pii probihajicich srazkach dosdhne nativni struktury™.
Formovéni sekunddrnich struktur by mohlo probihat s hydro-
fobnim kolapsem i soucasng®.

Obecny mechanismus sbalovdni proteint, navrZzeny podle
zatim dostupnych experimentalnich dat*' mizeme vidét na
obr. lc. Tzv. model détské sklddacky (obr. la) se uplatni
pravdépodobné v pocdtecni fazi sbalovani. Jeho vysledkem
neni protein s nativni strukturou, ale pouze nékolik ¢dstecné
sbalenych meziproduktti. Poté, pravdépodobné stejnym me-
chanismem, jako v difuzné-kolizné-adheznim nebo ,,frame
work® modelu, dojde za pomoci hlavné hydrofobnich a vodiko-
vych vazeb ke stabilizaci elementd nativni struktury*'. Sbalo-
vani je posléze ukonceno utvorenim nativni struktury proteinu.

5. Meziprodukty, molten globule

V soucasné dobé se pii feSeni problému sbalovani proteind
klade velky ddraz na zkoumadni vlastnosti meziproduktt, je-
jichz tvorba byla pii sbalovani fady proteinti pozorovana*>*®

Detekce a charakterizace meziproduktd, kterd je povazo-
vdna za jednu z podminek uspé$ného feSeni mechanismu
sbalovdni, je znesnadnéna rychlosti a kooperativitou tohoto
procesu a z toho vyplyvajicim faktem, Ze meziprodukty maji
obecné velmi krdtkou Zivotnost. Navzdory tomu byla usku-
tecnéna fada pokust detekce a charakterizace pfechodnych
stavil pii sbalovdni proteind. Diky technickému pokroku po-
slednich let dnes existuji metody, které 1ze pro studium sbalo-
vani proteint pouzit, napt. NMR, vyuZzivajici rychlé vymény
vodik—deuterium a spojend s rychlym michanim®. Casto po-
uzivanou metodou je také studium proteinovych fragmen-
16243 Metody proteinového inzenyrstvi umoziiuji stabilizaci
meziprodukti a zkoumdni chovdni rlznych cdsti proteinu
béhem sbalovani®'2

U mnoha proteinti byla v ¢asné fazi sbalovan{ g)rokaiza’ma
tvorba sekunddrnich struktur®*>* Ohgushi a Wada>® pozoro-
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vali pii sbalovéni fady proteinti vznik meziprodukta s podob-
nymi vlastnostmi, které nazvali molten globule (MG). Molten
globuli charakterizovali jako pomérné kompaktni dtvar s vy-
sokym mnoZzstvim nativnich sekundarnich struktur a s fluktu-
jici tercidrni strukturou. Obsahuje piistupnd hydrofobni mista,
na kterd se mize vazat hydrofobni barvivo anilinonaftalensul-
fonat. Molten globule byla poté pozorovana pfi sbalovani fady
proteinii, napf. o-laktalbuminu®®, B-laktamasy®®, karbonan-
hydrasy”’, oi-podjednotky™ a B—podgednotky tryptofansyntha-
sy”®, hovéziho ristového hormonu® a kvasinkové fosfoglyce-
ratkinasy™>.

Velmi diskutovanou otdzkou je, zda jsou sekundarni struk-
turni prvky, pfitomné v molten globuli, shodné s nativnimi.
Napriklad analyzovand molten globule a-laktalbuminu obsa-
huje zformovanou helikdlni doménu se slabymi hydrofobnimi
interakcemi, zatimco B-struktura je zna¢né neuspoiddand. Po-
zorovan v ni byl i hydrofobni{ utvar vytvdfeny postrannimi
fetézci Tyr103, Trpl04 a His107, jehoz struktura byla jen
negatrné odlis$nd od té, kterd je pozorovana v nativnim protei-
nu®!. Vytvéfeni prvki nativni sekunddrni struktury bylo také
pozorovéno pri sbalovani cytochromu ¢ (cit.™"), barnasy62 a sle-
pi¢iho lysozymu®. Naopak tvorba nenativnich sekunddrnich
struktur byla pozorovéna pii renaturaci B-laktoglobulinu®,

U fady proteind byly identifikovany meziprodukty, které
predchazely tvorbu molten globule*®%%3%¢ Tyto vitvary, poz-
d&ji nazvané pre-molten globule®®, obsahuji znaéné mnozstvi
fluktujicich sekunddrnich motivi, jsou méné kompaktni, ale
stejné jako molten globule vykazuji pfitomnost hydrofobnich
oblasti pfistupnych rozpoustédlu.

Mnohem podstatnéjsi otdzkou zistdvd, zda je tzv. molten
globule meziprodukt, ptes ktery se sbalovani odehrava podle
ndsledujiciho schématu,

denaturovany protein — molten globule — nativni protein,

¢i zda stoji mimo cestu sbalovanf a je tedy pouze strukturou
proteinu, kterd je preferovana v danych renatura¢nich podmin-
kdch:

denaturovany protein — nativn{ protein

7

molten globule®’.

Podobné dvahy se mohou tykat i meziproduktd, u kterych
neni presvédeivé dokdzdno, e jsou pro sbalovani dillezité®”.

Model molten globule, jako obecného meziproduktu od-
mitd A. L. Fink®, ktery nepopira existenci meziproduktii, ale
zdlraznuje, Ze vzhledem k tomu, Ze prostorova struktura
proteinu je ur¢ena sekvenci jeho aminokyselin, obecny mezi-
produkt nemtiZe existovat, a Ze kazdy protein tvoii pii sba-
lovani sviij specificky meziprodukt s jedine¢nou strukturou.

6. Casna fize sbalovini

Proces sbalovdni proteinu by mohl byt iniciovdan hydro-
fobnim kolapsem, ktery zptisobi kondenzaci polypeptidového
fetézce. Poté ndsleduje vznik sekundarnich struktur, které jsou
neustdle pfeskupova’my69 a které mohou slouZit jako nuklea¢n{

jadra. Je také mozné, Ze tyto dva procesy probihaji soucasn&’.
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Teorii hydrofobniho kolapsu v ¢asné fazi sbalovani podporuje
fada experimentdlnich dat>>%*"1"72

V mnoha proteinech byly pozorovany mikrostruktury pte-
Zivajici denaturaci, které by mohly tvorit nukleacni jadra pro
nésledné sbalovani. Napiiklad Neri’® detegoval pfitomnost hy-
drofobnich utvart v denaturovaném represoru. Tvorbu hydrofob-
nich shluki objevil Mathews’! b&hem renaturace dihydrofolat-
reduktasy. Vyskyt zbytkovych lokdlnich struktur v denaturova-
ném proteinu pozoroval Logan et al.”* Pomoci fluorescenéni
emisni spektrometrie byl béhem renaturace fosfoglycerdtkina-
sy a jejich mutantl zjistén vyskyt zbytkovych mikrostruktur,
které se sklddaly z hydrofobnich shluki®. Je tedy mozZné, Ze
sbalovdni proteinu zac¢ind hydrofobnim kolapsem doprova-
zenym tvorbou nativnich nebo nenativnich sekundarnich struk-
tur. Tyto mikrostruktury mohou tvofit nukleacni centra v pro-
cesu sbalovdnf proteinu.

V kazdém ptipadé v Casné fazi procesu vznikne heterogen-
ni populace ¢dstecné sbalenych meziprodukti, které jsou ve
fluktujici rovnovéze’ a které mohou mit i multimerni povahu.
Takové meziprodukty byly napiiklad pozorovany béhem re-
naturace fosfoglyceritkinasy’®’”, kde se rychle tvofily pre-
chodné multimerni meziprodukty, které poté, béhem pomalé-
ho stadia sbalovdni, ddvaly vzniknout nativnimu proteinu.
Narozdil od klasickych agregdtt (shlukd), je ale jejich vyskyt
nezdvisly na koncentraci, objevuji se i pfi koncentracich pro-
teinu 0,05 um. Multimerni meziprodukty (dimery, trimery
a tetramery) byly také pozorovdny pfi renaturaci N-termindl-
nich fragmenti fosfoglycerolkinasy v rovnovaznych podmin-
kdch”.

Kinetické metody, které se v soucasnosti pouzivaji k de-
tekci meziprodukti, jsou omezeny ¢asovym rozsahem na mili-
sekundy. V pocdtcich sbalovéni proteind probihaji pravdépo-
dobné velmi rychlé uddlosti, které jsou mimo tento experimen-
talni dosah. Pro pochopeni mechanismu sbalovéni proteini je
nezbyné porozumét pravé témto velmi ¢asnym uddlostem,
které iniciuji cely proces.

7. Stiedni a pozdni faze sbalovani

Ve stiedni fazi sbalovdni byla pozorovdna tvorba vazeb-
nych mist pro substrdt nebo ligand. Napiiklad vazebnd mista
pro ionty Ca®* v o-laktalbuminu jsou vytvdrena jeSté pred
zformovanim nativniho proteinu’®, Podobné byla pozorovéna
tv%ba nativnich epitopd u B-podjednotky tryptofansyntha-
sy

V posledni fazi procesu protein dosdhne svou nativni
konformaci a u enzymu se objevi aktivita. Dojde k pfesnému
uspoiddani sekundarnich struktur®®, spravnému sbaleni hydro-
fobniho jaidragl, u oligomernich proteinti se usporddaji podjed-
notky*®, u multidoménovych proteini se jednotlivé domény
fadné sparuji® a pieskupi se disulfidové vazby®”. Sbalovani
proteinl je v této fdzi fizeno nekovalentnimi interakcemi
a disulfidové vazby hraji pouze roli stabiliza¢ni.

Krokem, ktery omezuje rychlost posledni faze sbalovant,
je u fady proteini izomerizace prolinu®. Pfiblizné 60 % pro-
teind obsahuje v nativnim stavu nejméné jednu cisX-Pro vaz-
bu. Izomerizace prolinu byla popsana Brandtsem®?, ktery po-
moci tohoto jevu vysvétloval pomalé faze sbalovani a exis-
tenci dvou denaturacnich forem ribonukleasy A (cit.}¥). Role
izomerizace prolinu byla postupné pfijimana. Levitt® navr-
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hoval existenci tif druhti prolinu. Prvni, ktery neovliviiuje
sbalovdni, druhy, ktery sniZzuje jeho rychlost a tfeti, ktery
sbalovdni blokuje. Nicméné izomerizace prolinu nemtzZe byt
povazovéna za proces vlastni pouze posledni fazi sbalovani’>.

8. Pravidla sbalovéni proteind in vitro

Je zfejmé, Ze dplné pochopeni mechanismi ovlddajicich
prechod proteinu do své nativni struktury bude je$té vyZadovat
mnoho védeckého usili a experimentl. Na zdvér mizeme
pravidla sbalovdni proteinti, odvozend z dosud provedenych
in vitro studii, shrnout do ti{ bodu:

1. sbalovini proteinu je v daném prostied{ fizeno jeho pri-
marni strukturou (Anfinsentv postulat),

2. nativni struktura proteinu je pod termodynamickou kon-
trolou a odpovidd minimu Gibbsovy volné energie,

3. sbalovéni vétsiny proteinti provdzi vznik ¢dstené sbale-

nych meziproduktt, které jsou kontrolovany kineticky.

9. Shalovani proteini in vivo

Dlouhou dobu se predpoklddalo, Ze nové syntetizované
proteiny se in vivo sbaluji samy a stejnym mechanismem, jako
in vitro. Posledni vyzkumy ale naznacuji zcela jasné, Ze sba-
lovdni proteint do jejich nativnich konformaci in vivo, stejné
jako sklddani podjednotek pfi tvorbé oligomernich struktur
vyZaduje v mnoha pfipadech pomoc dalsich ldtek bilkovinné
povahy zvanych molekulové chaperony8°’87.

Podle Anfinsena'* je informace obsazend v sekvenci ami-
nokyselin nezbytnou a postacujici podminkou pro zajistén{
funkéni konformace proteinu, kterd je zdroven strukturou s nej-
niz8i volnou energii. Ke spravnému sbaleni tedy neni tieba
7adné dalsi informace ani vnéjsi energie.

Molekulové chaperony interaguji se vznikajicimi, stre-
sem-destabilizovanymi nebo pfemisfovanymi proteiny a za-
branuji tak jejich nespravnému sbaleni a ndslednému srazeni.
Nemohou ale interagovat s nativnimi proteiny, ani nejsou
schopny spravné sbalit jiz jednou zformované srazeniny bil-
kovin. Chaperony také nenesou informaci, kterd by umoznila
proteinu dosdhnout jiné konformace, nez jaka je mu diktovana
sekvenci aminokyselin88’89. Molekulové chaperony pouze zvy-
Suji vytézek, ale nikoli rychlost reakce sbalovani. Z tohoto
pohledu tedy nejsou katalyzdtory a jejich funkce nezpochyb-
fiuje platnost Anfinsenova postuldtu (viz vyse).

Chaperony pravdépodobné nejsou schopny vdzat se na
uplné rozbaleny polyproteinovy fetézec. SpiSe se zdd, Ze se
prechodné vazi na ¢asny meziprodukt, ktery vznikd pfi sbalo-
véni proteinu’®. Timto ¢asnym meziproduktem by mohla byt
i molten globule nebo také tzv. pre-molten globule’. V kaz-
dém piipadé tento ¢asny intermedidt obsahuje velké hydrofob-
ni oblasti a je pravdépodobné, Ze se na chaperon vdze pravé
skrze né. K uvolnéni proteinu je v nékterych ptipadech zapo-
ttebi hydrolyzy ATP. Ziskand energie je pouzita k realizaci
konformacnich zmén chaperonu, které uvolni protein®.

Experimenty se sbalovdnim proteind provadéné in vitro
naznacuji, Ze Spatné sbalovani a ndsledné srdZenf proteinu je
dasledkem kompetice mezi spravnym a chybnym sbalenim.
Ukédzalo se, ze chaperony nejsou tfeba, je-li v butice prefero-
vano formovani spravné struktury. To se potvrdilo i u oligo-
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mernich proteint. Z tohoto pohledu se jevi jako velmi zajima-
vé sbalovdni p22Arc represorového dimeru, kde sbalovaci
proces za ucasti chaperonu byl pomalejsi neZ neasistované
sbalovdni, tzn. bez tcasti chaperonu9].

Zdkladni dlohou molekuldrnich chaperond je tedy chranit
proteiny pied nevhodnymi interakcemi a udrzZovat mezipro-
dukty sbalovéni na spravné ,,cesté*, vedouci k dosazen{ nativ-
ni konformace. Je také mozné, Ze pomdhaji udrzovat protein
v konformaci, vhodné pro snadny transport pfes membrany.
Moznost chybného sbaleni je vétsi, jestlize rychlost biosynté-
zy je vyrazné pomalejsi, nez proces sbalovdni. Protein v ma-
1ém mnozstvi tedy vyzaduje pro spravné sbaleni pritomnost
chaperonu.

Také nékteré dalsi molekuly pomahaji spravnému sbalo-
vani proteint in vivo — napiiklad proteindisulfidisomerasa,
kterd katalyzuje tvorbu disulfidovych vazeb v sekre¢nich pro-
teinech a je hojnou souc¢dsti endoplazmatického retikula. Nebo
dal$i enzym: peptidyl-prolyl-cis-transisomerasa, katalyzujic{
cis-trans izomeraci X-Pro peptidovych vazeb. Tyto enzymy
zrychluji sbalovaci proces, ktery miize za optimdlnich podmi-
nek prob&hnout i bez nich?***, Nékteré enzymy podstupuiji po
sbaleni dalsi chemické modifikace, jako je napiiklad glykosy-
lace. Bylo prokdzano, Ze glykosylace neméni cestu sbalenf (in
vitro ani in vivo), ale pouze zvySuje stabilitu proteinu, tato
stabilizace je pfevazné entropického piivodu®.

10. Zavér

V predeslych kapitoldch jsme se pokusili podat stru¢ny
a uceleny obraz problematiky sbalovdni proteint jak je na néj
nahliZzeno v soucasnosti. Ponévadz diky pokrokim v instru-
mentacni a vypocetni technice prochdzi toto odvétvi bouili-
vym vyvojem, neni mozné s urcitosti odhadnout, jakou cestou
se feSeni tohoto problému bude ubirat a jaké prostiedky budou
pfi objasniovdni tohoto jevu rozhodujici.

Predikce nativni konformace proteinu o zndmé aminoky-
selinové sekvenci je jedna z velkych a otevienych otdzek
molekuldrni biologie a zdrovein jedna z nejvétsich vyzev pro
novou védu — bioinformatiku. Pouzitim rychlych vypocetnich
programii a superpo¢ita¢ového Gasu popsali Duan a Kollman®
uspésné sbalovani pfimérené velkého proteinového fragmentu
pomoci simulace molekulovou dynamikou do stavu, ktery je
blizky nativnimu. Proto se da oc¢ekavat, Ze detailni pocitacova
simulace celého procesu sbalovdni, metodou molekulové dy-
namiky je mozna.

Diky pokroku v sekvenaci (je zndm kompletni genom
tfindcti bakterii a kvasinek, na dosah je zmapovdni genomu
prvnich vicebunécénych Zivoc€ichd, jsou charakterizovdny tfi
genomy rostlin, genom octomilky a kompletni sekvence lid-
ského genomu je ocekdvdna pocdtkem pfiStiho tisicileti) roste
i tlak na vyfeseni kddu struktury a funkce. Jednou z moznych
cest je homologické modelovani, vyuZivajici vSechny infor-
mace z databdzi znamych struktur, jez jsou v soucasné dobé
k dispozici. Bohuzel efektivita i této metody je velmi nizkd —
asi 25 % pro proteiny s velmi blizkou aminokyselinovou
sekvenci. Klesne-1i homologie pod 25 %, spolehlivost metody
klesd prudce k nule.

Mnoho malych proteind se sbaluje spontdnné za dobu
nékolika sekund. Sekundarn{ strukturni prvky, jako jsou Srou-
bovice a B-struktury, vznikaji fddové v dobach nanosekund az
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mikrosekund. Jak bylo feceno, sbalovdni je fizeno termodyna-
micky a je vysledkem fyzikdlnich interakci mezi atomy pro-
teinu a solventem. Tyto interakce jsou elementdrni a dobfe
popsané a tak se nabizi otdzka, pro¢ tyto znalosti nelze pouzit
ke sledovani celého procesu. Je tomu tak ze dvou zdkladnich
divodut. Tim prvnim je, Ze pocitace dnes pouzivané, a to ani
ty nejrychlejsi a nejmodernéjsi, nemohou prochazet cely kon-
formacni prostor v rozumném Case. Druhym diivodem je, Ze
si nemliZeme byt jisti, zda dostupné empirické potencidly jsou
dostatec¢né presné k urceni spolehlivé hodnoty volné energie
vznikajiciho proteinu. P¥ispévky ziskané pomoci empirickych
potencidld jsou jak kladné tak zdporné a nabyvaji velkych
hodnot, které se takika rusi pfi ur¢eni celkové energie systému.

Prestoze dosud nebyla popsdna jedind uspésnd simulace
celého procesu vytvareni nativni struktury proteinu, je zfejmé,
ze zv14sté diky poslednim simula¢nim pokustim, pfesvédcive
dokazujicich jejich pouZzitelnost, je molekulova dynamika znovu
na scéné. VylepsSeni vykonnosti pocitact zcela jisté ne malou
mérou prispéje ke zlepSeni souc¢asného stavu. Nemélo by se
ovSem zapominat, Ze k vyfeSeni je tfeba detailné porozumét
procesim na co nejvyssi teoretické vrovni — vypocty ab initio
a ndrocné experimenty osvétlujici vSechny aspekty studova-
ného problému.

Nektefi autofi pfirovndvaji hleddni jednoho ze zdakladnich
kéda prirody k hledédni svatého gralu. Povazujeme za vhodné
zminit na zdvér jeden z citdtd, ktery tuto legendu nejlépe
vystihuje: Grdl na sebe miiZe brdt mnoho podob v priibéhu
doby a mnozi tvrdi, Ze ji pochopili, ovlddli a nalezli jeho
tajemstvi. MuiZeme snad spatvit jeho zdblesk a tusit jeho obry-
sy, ale odhodlani rytiti se musi pripravit na dlouhé hleddni
a tézkou drinu’®.
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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-
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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.



