Fyzikalni stfipky ze svéta
protein

aneb od sekvence ke strukiture

Vladimir Kopecky Jr.

Fyzikalni Ustav

icko-fyzikalni fakulty
arlovy v Prazedg:™s
arlov.mff.cuni.cz

Co je a jak vznika protein?

m Vznikd v ribosomech
pomoci tRNA
V procesu zvaném
translace — prekladem
tripletniho kodu

m Peptidovy fetézec je
orientovany od
N-konce k C-konci

m Existuji peptidy od 40
00

20 standardnich aminokyseli

23
m 21 aminokyselinou je selenocystein, Sec — U, (vyskyt od Archae po savge)
W 22 aminokyselinou je pyrrolysine, Pyl — O, (u Archae a Eubacteria)
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Typy tfizeni aminokyselin

Hyd ro\f?bnl' Alifatické

Malé

Positivni

Nabité Negativni

Geneticky kod je kdyz...

3dizod
nallL

L vs. D enantiomery aminokyselin

m VSechny aminokyseliny 1
mimo Gly jsou chiraini }

m Zivot na zemi uZiva A A
L-enantiomery (chiralni @ * w \l
formu) L-f:rma D-f:rma

B Neexistuje fyzikainé- (pomiicka CORN)
chemicky dtivod pro . LT

preferenci L pred D- g_é: S
formou = f\

® \V umélych peptidech Ize "=
ovat L D formu ‘.;”stl'\;
- , E [
a vytvari zrcadlove
sek. struktur Cydo {[(L-Va|—D-Va|),—='(_|_T\7ailePro-G|y)]z—}

0

t al., J. Am. Chem. Soc. 128 (2006) 10650-10651.




[
m V roce 1958 rozresili J. Kendrew
a M. Perutz (Medical Research
Council Laboratory of Molecular
Biology, Cambridge) strukturu
myoglobinu v nizkém rozliseni
m V roce 1962 oba dostali Nobelovu

cenu John Cowdery Max Ferdinand
B Struktura se v3ak jevila zahadnou (5171087) Wabic
bez Spetky logiky...

(1914-2002)

W

Od primami ke kvartérni strukture

[

® Primarni — poradi aminokyselin v fetézci proteinu

® Sekundarni — lokalni 3D konformace hlavniho fetézce

m Tercialni — globalni 3D struktura hlavniho fetézce

m Kvartérni — globalni 3D usporadani vSech podjednotek
dané bilkoviny, tj. véech hlavnich fetézch

Disulfidické milistky cysteinu
[
m Cysteiny mohou v oxidacnim
prostedi tvorit sirné mdstky
m VétsSinou se nenachazi u
intracelularnich protein(
m Jsou Casté u
extraceiuiarnich protein{
m Ulohou S-S mdstkd je:
— stabilizace struktury (napr.
pred degradaci u inhibitord
proteas)

— spojovani ietézci bilkovin
(napr. A a B fetézce insulinu)




Milstky — konformacni magie
|

m Lidsky B-defensin 1 oxidovana Thioredoxin
byl objye\[;e(rilev r. 1995 / v

m Peptid 36 AA, 6 Cys —
3 S-S miistky, 1 Asp-,
4+ nabity C-konec (4
Lys*, 1 Arg*)

m Exprimovan v kizi a
v epitelarnich bunkach

m Thioredoxin reduktaza A
prevadi hBD-1 ze ldského p-defensine 1

stabilni ne(cinné formy  (hBD-1) v oxidované a
do antimikrobialné redukované forms,

redukovana

3 2 Peptidova pater je
aktivni redukované znazornéna zeleng, Cys —
Zluté, nabity C-konec —

form fialove.

m R.I. Lehrer, Nature 469 (2011) 309-310. B. O. Schroeder et al., Nature 469 (2011) 419-423.

—
m Peptidicka vazba ma 40%
charakter dvojné vazby
a je viceméné planarni
(rezonancni efekt n-vazby s
max. 85 kJ/mol vede ke
zkraceni C-N o 14 pm a
prodlouzeni 0 2 pm u C=0)
B Existuje cis (o = 0°) a
trans (o = 180°) forma
peptidické vazby
B Pozice trans je diky stérickym
zabranam o 8 ki/mol
stabilnéjsi nez cis
m Stabilni isomerisace vazby
Se projevuje pouze u
prolinu! i Pauling
. (1901-1994)
Nobelova cena 1954

Geometrické parametry

|

m Uhel omega o - Uhel peptidické
vazby C'— N

m Uhel fi ¢ — Uhel vazby N—C,

m Uhel psi y - thel vazby C— C’

m Konformace v vs. ¢ urCuje typ
sekundarni struktury

®m Na y vs. ¢ je zaloZzen
Ramachandranlv diagram

m Glycin m{Ze zaujmout mnoho
rozdilnych konformaci (R = H),

nepodléhd stérickému branéni, je silné
konzervovan v homolognich
proteinech




Ramachandranflv diagram
|

m Zavislost torzniho Uhlu ¢
na v definuje stéricky
dovolené oblasti
v konformacnim
prostoru proteinu

m Pojmenovan po indickém
biofyzikovy z University
Madras, G. N. |
Ramachandranovi (1922- |
2001) objeviteli struktury
kolagenu (1954)

Narayana
Ramachandran
(1922-2001)

—
chandran et al.: Stereochemistry of polypeptide chain conﬁgur. J. Mol. Biol. 7 (1962) 95-99.

Proc exisiuje sekundami struktura?

[

m Aminokyseliny uvniti globularnich F 9o
proteint maji hydrofobni postranni =g
retézce .ﬁ"k &

m Vznika hydrofobni jadro a
hydrofilni povrch bilkoviny — to je
ovsem problém... _

m Hlavni Fetézec je silné hydrofilni, - X
je donorem vodikové vazby NH, a ey
jejim akceptorem C'=0, na kazdé ,FQ
peptidové jednotce S, o

m Hlavni fetézec je neutralizovan
vazbou sama na sebe, coZ vede
iku sekundarni struktury
€ participuji NH a C'=0 y
y ol

(

Hydrofobni interakce

A\mfitaai:ic.{é molekuly...

m Latky s Castmi, které
jsou polarni (nebo
nabité) a téz
nepolarni ]

m Polarni Casti interaguiji s
vodou

m Nepolarni Casti se
shlukuji dohromady a p
Zmen§ujl' tak hyd rOfOan’ “Fhickaringhisiers

L] R
povich — hydrofobnj ™iemiestbeipas= 7 <5
interakce — G o el
lizace poctu P

danych molekul

Dlouhé fetézce mastnych kyselin maji hydrofobni alkylové
Fetézce obklopené velmi uspofadanymi molekulami vody
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Hydrofobni interakce

Amfipatické molekuly o
s

m Shiukovani molekul lipidd — 525
lipidy exponuji nejmensi a =
mozny hydrofobni povrch :::

vici vodé — celkova obalka
obsahuje mensi pocet
usporadanych vod nez
vychozi stav

m Energie uvolnénd vyvazanim
organizovanych vod
stabilizuje micely — entropie

Smu roste

Hydrofobni interakce

Amﬁrzafr,ické molekuly

Enderedwater ketaclng Bisordered water displared by
with subsirate and enzyme: enmyme-subsrate intessotion
N od ;.(g‘:gf; g P
» h MY 4
LS L o o =\’
A ¥ T - Evayme-sulistrate
a s..mm;ga d a | mbcrantiomstabiliced
\ 2 By hydrogen-bondisg,
b * & —_— e Fewic. andhydrapholsic
‘% ¢£ [ %_« &__.;q‘l A imteradiions
» -An'if? 4
5 Pl £
A Y o P a‘h’&

aUzman v roce 1959 navrhuje interpretaci — entropie vody se zvy&
odstrani primy kontakt hydrofobnich ploch s vodou — formovani
G (napf. enzym—substrat, protein—protein)

hem. 14 (1959) 1-63

a-helix — zakladni informace

[ s
m Teoreticky navrzen Linusem 5
Paulingem (MIT) v roce 1951 ol e
m V priiméru dosahuje délky 11 f ‘5' {
rezidui (od ca. 4 po az 56) ‘{
m Priblizné 25 % struktury 1902

tvoreno a-helixem
m Helix je pravotodivy  * e

(levotocivost je pro L- ' R% f
aminokyseliny stéricky - o 7 ﬁ
&néné) PR
inech existuji 1-2 % e ~
h (3-5 rezidui) L W

ivych helixt

[ 5] "ﬂ
globuidrnich proteind je J%:Z“-- j{:«; :’;b‘*




a-helix — technicks

e

m Uhel = -57°
(ca. -50° az -60°)

m Uhel y = —47° .8
(ca. —40° az -60°)

m Pocet rezidui na sQ---
otackun = 3,6 2

m Vyska zavitu E
p = 0,54 nm £

m n-ty C’'=0 se vaze S5 @
sn+4 NH zbytkem @ )<
helixu, tj. vyjma prvni ‘g
a posledm skupiny jsou g% % -
vsechny C=0 a NH g-“ =
skupiny vyvazany - £ £

li

vétsinou , ¥,

é na povrchu T
T

L - Ll
a-helix — fyz.-che
—

m Helix ma s ohledem na
nabojové parametry
peptidické vazby dipolovy
moment rovnobézny
s osou

m C-konec je tak Castecné
zaporné a N-konec
Céstecné kladné nabity

m Negativné nabité ligandy se
Casto vézi na N-konec (diky
geometrii a volnym NH
skupinam idealni pro
fosfatové skupiny)

abité ligandy se vsak
nec vazi jen zfidka!

Aminokyseliny to rady o-helix

I
m Aminokyseliny dobré pro helix: \ﬁl
Met, Ala, Leu, Glu, a Lys (MALEK)

® Aminokyseliny Spatné pro

helix: Pro (zplsobuje

ohyb v helixu), Gly,

Tyr a Ser /
m Nejcastéjsi je umisténi st /5/ ’

helixu na povrchu T

proteinu s jednou

stranou obracenou do
u

Ini kruh (helical wheel) —

atické znazornéni aminokyselin
u (tj. po 100°)




3,g-helix — techinicke parametry

|

m Uhel § = —49° _

m Uhel y = —26° ' ®

m Pocet rezidui na
otacku 3,0 a 10
atomti je vazano @
v kruhu (véetné H) » <

m Vyska stoupani 0,6 nm,
tj. je uzsi a protahlejsi
nez a-helix

[ ckach konci

X 3,,-helixem, ] .

predchézi L =209 2 @

ture

Exotické helixy

m n-helix — téZ 4,4,¢-
helix
— Uhly ¢ = -57°
ay =-70°
— vyska stoupani 0,52 nm
m 2,2_-helix — nikdy
nebyl v proteinech
pozorovan
— Ghly ¢ = —78°
ay = +59°
ezidua na obratku

B-skladany list — technické parametry
[
m Antiparalelni
¢ = —139°, y = +135°
m Paralelni
¢ =-119° y = +113° =g
m B-sheet je de facto =
prvek tercialni struktury, ﬁ ;
sekundarni je B-strand R
® Prlimérna délka listu je = ]

6 rezidui — tj. 2,1 nm
(max. 15), v prdméru g%
je slozen ze 6 vidken, tj. =i

larnim proteinu
je 15 %




pB-skladany list — paralelni vs. anti

Paralelni

m Vétsina p-sheetl ma
levotocCivou torzy (twist)
10-25° a vysledny ttvar je
pravotocivy

m SmiSené B-sheety (na jedné
strané p-strandu paralelni a na
druhé antiparaieini) se
vyskytuji pouze v 20 %

m Prmérny obsah p-sheetu
v proteinu je 15 %

® Aminokyseliny dobré pro
B-sheet uprostred: Tyr, Phe,

r, Val, Ile (okraje jsou
odé z dlivodu mozné
ce)

p-skladany list — paralelni B-helix...
|
m Objeven v pektdt lydze v roce 1993

skupinou Francese Jurnaka (University ) i
of California) Mh ‘
m Nesouvisi s antiparalelnimi - S— Q_b‘! ------ "
strukturami, sic! . p-—
m Retézec zavinut do helixu = m _
By

tvoreného B-vlakny oddélenymi

oblastmi smycek
m V nejjednodussi formé kazda otocka
zahrnuje 2 B-vldkna a 2 otocky
ost s a/p proteiny — otocka —
— otocka, zde otocka —
otocka

Schematicky diagram
dvou-listového B-helixu.
Zobrazeny jsou tfi
kompletni otocky (B-listy
Cervené a zelené, otocky
Zluté)

al., Current Opinion in Structural Biology 4 (1994) 802-806.




p-skladany list — paralelni p-helix...

|

m V extracelularnich bakteridlnich proteinech e
se opakuje 3x — formuje pravotocivy
helix 3 paralelnich p-listii s
hydrofobnim jadrem

m 3 pB-listy (3-5 AA) formuji ,hranol*, 2 volné
otocky dodavaji variabilitu povrchu

m Pocet otocek B-helixu se

lisi v rliznych strukturach 1
m Otocka ke kolmému -
listu (a) je tvorena vzdy Schéma tii-listového
pouze|2 AA, ostatni jsou p-helixu. Pna,ﬁ(:'l'sg
v . jsou paralellni (Zlu
promenne a modry) a kolmé na

treti (zeleny).

al., Current Opinion in Structural Biology 4 (1994) 802-806.

B-skladany list — paralelni B-helix
[

m Pektat lyasa

— 7 otocek, 34 A dlouhé, @
17-27 A — vypInéné, ;
netvori kandl —

— linearni usporadani k ose
helixu stabilizuje e

— Shlukovani AA po skupindch '
— polarni (Asu, Ser), '
alifatické (Ala, val, Leu, Ile)
a aromatické (Phe, Tyr)

i
Schéma struktury pektat lyazy C

m Bakteriofag P22 tailspike protein
tocek, 200 A dlouhé, @ 60 A
ojen k zakladné ikosaedrické virové kapsidy

al., Current Opinion in Structural Biology 4 (1994) 802-806.

i oL Sy . oy e
elikost" jednotlivych struktur
|
o« - -helix
m R{zné typy sekundarnich o
struktur zabiraji réizné e s
veliky prostor
m Obrazek udava mozné KolagenonE
velikosti a tvary proteinu délkg b :\ym
0 300 aminokyselinach.
Struktura je urcena na
zakladé aminokyselinové
sekvence. p-sheet .
velikost 7x7x0,8 nm
volny Fetézec Y
délka ~ 100 nm KL

sféra o prméru 4,3 nm

r: Biochemistry. Academic Press, New York, 1977.

10



Konec vyvoje? Ne!

et al, Nature 433 (2005) 633-638.

Strukiurmi motivy
I

m Strukturni motiv — kombinace nékolika element(
sekundarni struktury

m Neékteré strukturni motivy se vazi ke konkrétni biologické
funkci (napf. vazbé DNA) jiné nemusi mit zadnou
specifickou funkci (mimo strukturni)

m Jednoduché motivy se skladaji a vytvari komplexné&jsi
motivy

m Ne vSechny komplexni motivy se v proteinech nachazi se

stejnou pravdépodobnosti -{lﬁ ) ﬂ!] g ﬂu «@J!
01 -1t i i

[
® Jsou nejméné pocetnou @
tridou i

m Skladaji se ze svazki
s hydrofobnim jadrem
m Nejcastéjsi jednotkou jsou
dva a-helixy
v antiparalelnim usporadani
m Svazek (bundle) ¢tyr
a-helixt je nejcastéjsi
domeénovou jednotkou
a-proteint

Antiparalelni seskupeni o-helix& u RNA vaziciho
protenu ROP, ktery ve skute¢nosti sestava ze
dvou fetézcli usporadanych do svazku

11



o

o strukiury — svazek helixt

sekvenci i geometrii vazby

I
m Nejéast&jsi a-doména s jednim %o nft s
fetézcem o e
m Jadro svazku je hydrofobni i LA
a povrch hydrofilni Pt P W
m Je Castym aktivnim mistem ol ‘“n':
proteinu, ale vzdy s rozdilnou s & ®

o strukiury — globin

[

m Vyskytuje se u proteinl pfibuznych
hemoglobinu a myoglobinu

m Ackoli homologie kolisa od 99 %
do 16 %, topologie je vysoce
konzervovana

® Jde o svazek 9 helix(l (A-H)
spojenych kratkymi smyckami

m Délka helix{ je rdznoroda od 7 (C)
po 28 (H) rezidui

m Usporadani tvoii vazebnou kapsu
pro hem

ixy| ji obtaci v rlizném sméru,

Cné blizké oblasti si nejsou

3D (nejde o slozeni
uchych motiv{)

o strukiury — Zlabkova struktura
|

m Postranni fetézce a-helix{
vytvari strukturu hiebend
a Zlabka

m Struktura ZIabkd je
zavisla na primarni
sekvenci (na rozdil od
DNA)

m ZIabky jsou tvoreny ob tfi
az Ctyri rezidua
m Skladani vice helixd je
€no prave
ou strukturou

12



a strukiury — Zlabkova struktura

m Nejcastéjsi je struktura Zlabkd ob 4 rezidua s (thlem
25° viici ose helixu

— jeden z helixd se otoCi 0 180° - rezidua vSak kfizem do zlabka
nezapadnou (jejich orientace je pravé opacna)

— Nasledné se helix posune o0 50° (25° + 25°) tak, aby hrebeny
zapadly do Zlabk{ (Casté u globint)

o strukiury — Zlabkova struktura

I
m Struktura Zlabk{ ob 4 rezidua + ob 3 rezidua
s Ghlem 45° viici ose helixu
— jeden z helixd se otoCi 0 180° avsak i kdyz maji zlabky blizkou
orientaci, opét do sebe nezapadnou

— Nasledné se helix sklopi 0 20° (45° — 25°) tak, aby hfebeny zapadly
do Zlabk (Casté u svazku helixii)

7B\

Anti-p — B-soudek (barretl)

m Velmi jednoducha topologie
sloZzena z motivu
B-vlasenek

m V p-listech se stidaji
hydrofobni aminokyseliny
s polarnimi ¢i nabitymi
aminokyselinami

m Vytvari se hydrofobni jadro
soudku a hydrofilni povrch

m Nektera vlakna se mohou

na vice spojich nez

dvojici p-vldsenky

13



Anti-B — B-soudek — vazba ligandd

m B-soudky nalezi do %}0 g

superrodin s nizkou
homologii (identita =
<25 %) ale vysokou |
strukturni 7,
podobnosti

m Vazebné misto leZi
uvnitr soudku a vnitini
AA zbytky urcuji &
specificitu

y se orientuji

ilni Casti ven ze

Schéma retinol
vaziciho proteinu (RBP)
s navazanym retinolem (vitaminem A)

m Slozen z motivu .
4 antiparallenich
B-list

B Motiv ma extrémni
twist, tak, ze 1.

a 4. B-list sviraji
Uhel 90°

B 6 podjednotek se im

klada do

supersoudku s el

(superbarrel) & -

olekula ma "" ) aiia
B-vlaken &« 2 @ @& @® @
Podjednotka neuraminidazy z viru chfipky

Anti-f3 — B-superbarrel — vazba

_j\

[ "
m Cely protein je

u neuraminidasy
tetramer

m Aktivni misto je
tvoreno
podobné jako
u a/p-barrell

B Zapojeny jsou
volné smycky
a zbytek

ly slouzi

14



Anti-B — Rolada (jelly roll barrel)

m Polypeptidovy retézec se
zavinuje okolo barelu
jako v roladé (jelly
roll, Swiss roll)

m Motiv je velmi Casty
u proteind virovych
obalek a lektinC

m 8 B-listd sloZime
nasledovné: nejdrive
antiparalelni pary 1-8,
2-7, 3+6 a 4-5, nasledné
H-vazby mezi 1-2, 7-4,
5-6, 3-8 — vse zlstava

—-alelnl', sic!

Anti-B — Rolada — strukiura a skladani

m Topologické grafy jsou
idealizované, ve
skutecnosti rolada trpi
torzi a prerusenimi

m Objevuje se zaklad
v Reckém Klici

m Ve skutecCnosti zacina
baleni struktury z dlouhé
p-vlasenky, nasleduje
silna torze struktury
a spiralové svinuti

cené zarolovanim
oby soudku

Ne vse je dovoleno... asi...

[

m Posledni vyzkumy
naznacuji Ze jiz bylo
dosazeno témér uplné
znalosti vsech typ(
usporadani sekundarnich
struktur...

m Z diagramu je patrné, ze
existuji ,,ostrovy"
dovolenych struktur...

B Vypocty naznacuji rychlé
usporadani sekundarnich
struktur...

uz zname co
ujeme...

15



Lze postavit | nevidané

" DOCERECORHONE’

m Online protein-folding game Foldit ( )

B Hraci vytvorili 146 struktur, 56 rozpustnych monomer{ exprimovano v
E. coll, 4 urceny krystalograficky a shodné s modely

iinych foldd véetné 1 dosud nepozorovaného v prirodé!
al., Nature 570 (2019) 390-394.

Historie — k objevu virll
| .

W 1892 — Dmitrij Ivanovskij —
pokusy s virem tabakové
mozaiky prochazejicim
Chamberlandovym filtrem %
(opvinut 1884) .

m 1896 — Ernes Hankin — néco Félix d'Hérelle (1864-1920)
zabiji Vibrio cholerae v Ganze (1873-1949)

B 1915 - Frederick Twort .
objevuje bakteriolytické
agens, snad enzym...

m 1917 — Félix d'Hérelle
spoluobijevuje bakeriofagy
— 1919 - fagova terapie

B 1931 - Erns Ruska & Max Ernst Ruska

iry zobrazené (1906-1988), NC
ovym mikroskopem 1986, mikroskop
z roku 1933

Charles
Chamberlan
(1851-1908)
a jeho filtry

m 1941 - 1. D. Bernal
& Isidor Fankuchen
— krystalizace viru
tabakové mozaiky
1955 — Rosalinda
Franklinova vyresila John Desmond
rtg strukturu TMV Bernal (1901-1971)
B 1955 - H. F. Conrat
& R. Williams
ukazuji o
samoskladnost TMV = |
proteinu a RNA
B 1957 — Franklinova, &
Finch a Holmes - 3

JeVUjl strukturu  ogely TMV a polia pro Expo 85 (foto od | :
u Johna Finche), oteviené 17. 4. 1958, den Rosalind Elsie Franklin
po smrti Franklinové (1920-1958)

16



Virus je kdyz...
|

m Kapsida — genom viru je
vzdy uzavien do proteinové &
~skorapky", nékteré viry
maji jesté obalku v podobé
lipidové dvojvrstvy (napft.
chripka)

m Neni mozné aby jednotliva
bilkovina obalila virovou NK

m Kapsidy se skladaji z jedné

Ci vice opakuijicich se s _

proteinovych podjednotek o —
r_a kaDSi(_jy oylivﬁuje Viry se lif svoji velikosti i
nismus virové akce slozitosti

Virové ikosaedry

|
m Ikosaedralni symetrie — identické podjednotky vytvari
sféricky tvar
m Tkosaedr - 20 __t_rpjljhelnl’kﬁ, 20x3c¢etnd osa, 30x2¢etnych
0s

-

: Vlastnosti symetrie
ko ikosaedru

Virové ikosaedry...
[
m K symetrii vztazené jednotky — proteiny jsou

asymetrické — neprochdzi jimi osa symetrie — pocet
protein@ je k nim vztaZen

m Asymetrické podjednotky — 20 stén x 3cetnd osa = 60;
min. 60 podjednotek (monomery, dimery atp.) pro ikosaedr

P
v ae
ol - & L
\: Sﬂ/.'b £ ¥
\j “/ i P
A 4 ‘) Y o' ?
i
? e g e
1S
SN i >

Rozdéleni povrchu ikosaedru na asymetrické
podjednotky
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Nejmensi viry

m Satelitni virus
tabakové nekrozy
— nejmensi
replikujici se
jednotka v prirodé
(125-180 A)

® Funguje pouze
spolecné s TMV

m Sestava z 60 i g
identickych

g W ioes L Satelitni virus tabakové
N Uy ‘L: = nekrozy — trojuhelnikové
T déleni stén a 60

N podjednotek

Komplexni sférické viry...
e
m Nutnost zvétsit kapsidu pro vétsi a komplexnéjsi genom

m Triangulacni ¢isla T — dovolené nasobky 60 podjednotek, i.e., T=3 |
T=4 — 3x60=180 | 4x60=240 podjednotek ikosaedralni obalky

Srovnani velikosti virovych kapsid — Virus modrého
stinovano dle vzdalenosti od centra (tmavsi

o o= HK97
zanoreno hloubé&ji)
Nudaurelia
capensis

Satelitni ~ MS2 fag virus
virus .

tabakove

nekrozy

3 T=4

irus Particle E)(Llore:R2 — http://viperdb.scriEEs.edu/

' d F = F -
Komplexni sfericke viry
I
m Triangulacni ¢isla T — dovolené nasobky 60 podjednotek, i.e., T=3 |
T=4 — 3x60=180 | 4x60=240 podjednotek ikosaedralni obalky

B T=1 - protein-proteinové interakce jsou ekvivalentni, pro T>1 existuji
Cisla (3, 4, 7, ...) pro které jsou vazebné vzory kvazi-ekvivalentni
m T=h2+hk+k? proh>1ak >0 (12 pentamerd + 10(T-1) hexamerd)

Se=or e ]
=

P I a4 g
DCEIHB‘M e
o —— 77 AN ok

ar & A. Klug guant. Biol. 27 (1962) 1-24.
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Srovnani
sférickych
vir@l, kvazi
Ci pseudo-
symetrie,
prémér
kapsidy,
line
zalozend

S VAT
SRR

na
hlavnim
proteinu
kapsidy,

n, A. J. Olson, J. Biol. Chem. — Reviews 296 (2021) 100554.

m TBSV - urcen 1978
Harrisonem z Harwardu,
kvazi-ekvivalent T=3
330 A primér

B 180 retézcl o 386 AA
— moduly: vnitfni
neusporadana R, )
propojujici raménko a, ¢
obalka S, pant h, vnéjsi
P-doména

m 3 varianty konformaci ;;._ (S

fetézcl A, B, C. a
usporadano v C a ne AB.

m R-podjednotka — kladné
AA — neutralizuje RNA,

rozeznava RNA
17 ne/specificky i balici
90 vy¢nélk{ i sekvenci

et al., Nature 276 (1978) 368-373.

L

Balkteriofag T4...

m DNA fag infikujici E. coli

m 169 kb, 300 genovyh
produkt

m Hlava — ikosaedr T=13,
vytvafena samostatné

m Stonek — dalsi
prodluzujici podjednotky,
zakoncené zakladnou s
vlakny, 6¢etna symetrie,

14 rliznych protein@

eho zastoupeni)

lauredtd

ceny pracovala

v zékladech

nich experimentd

A. Helenius, Science 304 (2004) 237-242.
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Bakteriofag T4

Fit proteindi do cryo-EM mapy. ©p5-gp27 je uprostied
modelu a kolem jsou proteiny gp8, gp9, agpi2.

Trimerni komplex gp5-gp27. Tfi %
monomery gp5 (¢, m, 7) a monomery &%
gp27 (z, h, f). Lysozymova doména j
gp5 je v horni Casti tripl-p-helixu,
ktery tvori stonek.

, A. Helenius, Science 304 (2004) 237-242.

Uvolnéni NK z kapsgiy
r A
m Uvolnéni NK je indukovéno \I‘) ’*
zménou pH v okoli

m Repulsivni sily destabilizuji kapsidu
— vytvoreni péri / otevFeni
kapsidy / ,exploze" kapsidy

>A:‘ o S b
- D
D

LA et

ﬁ-’%

s @ mmgggg%

i et al., ACS Nano 15 (2021) 19233—19243 D. Buchta et al., Nature Commun 10 (2019) 1138.

¥ ol b4
Prvotni predstavy o bunce...
Od Hooka k bunécné sténé

|

m Robert Hooke (1635-1703) — korek
slozen z tisicll kapsicek, jez
pojmenovava buriky (cells)

B Bunécna sténa snadno
pozorovatelna u rostlin

m Existuje bunécna sténaiu
zivocisnych bunék?

W 1848 — Ecker pozoruje vlastni pohyb
zabich blastomer — pevna
,bunécna sténa" u zivocisnych

byt nem(ize
ovani bunéén?ch pohybfl Hookovo mikroskopické pozorovani
i proti! korku (Micrographia 1665)

https://en.wikipedia.org/wiki/History_of_cell_membrane_theory>.
itschrift fiir wisenschaftliche Zoologie 1 (1848) 218.
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Prvotni ¢ ;)'eJS'uw 0 bunce...
Bunécna sténa vs. membrana...
|

m Strukturni vrstva obalujici
bunécnou membranu

m Pritomna u vétsiny prokaryot i
eukaryot (vcetné fas, hub,
rostlin, ale s vyjimkou
Zivocich()

B Pomaha burikam v prostredi o 5=
promeénlivé osmolarité

zachovat integritu .
m SloZeni je zavislé na druhu Ny
uje napf. celulosu, m&m
peptidoglykany, N
roteiny i polysacharidy) ﬂ;*#?mm

Prvotni | pre flft:rvy o burice...

s

Bunécna sténa vs, membrana

_

m Erythrocyty, podobné jako
mnoho jinych typl
Zivocisnych bunék, sténu . el placedin
nemaji s ey “suncentrated st

m Jsou-li preneseny do prostredi d Y
0 nizké osmolarité, dochazi
k jejich lyze

m Extracelularni matrix

— Sit’ makromolekul (kolagen, o N\
enzymy, glykoproteiny) Celfis sl
poskytujici podporu okolnim and brst

fkam

ovaci schopnost :ml |
sacharidovych gell a :
arnich proteind v tkanich
I\ g V= i e e e
Modely biomembran...
Litzicluvé dvojvrsiva
m 1923 - Hudo Fricke stanovuje | |'“““1'-”""""“ -
pomoci méreni elektrické grbgngagscs
kapacity suspenzi krevnich 'i| é W é 3 EE|
bunék tloustku membrany na |
3 3 nm ‘ Polar haad
=
m 1925 — E. Gorter & F. Grendel Water
prichazi s konceptem lipidové | wn}mr&%ﬂ#\f
= — slouzi k méFeni zavislosti povrchového
dvo;vrstvy napéti na ploSe monovrstvy
— Extrahuji acetonem lipidy z — vytvoren v kuchyni Agnes Pockelsové
erytrocytdi 6 savcil " e o G
B . — vylep3en laureatem Nobelovy ceny
— Mefi plochu v Langmuirové zlabku Irvingem Langmuirem (1881-1957) a
TR e jeho kolegyni Katharine Burr
mival = spoiencl e Bodgetinas (15961579
i na kompenzaci chyb...
i 3




Modely biomembran...
Danielli & Davsoniiy model
|
®m 1935 — J. F. Danielli & H. Proteiny e —
Davson prichazi s & ==
Lpaucimolekularnim" modelem =9
m Lipidova dvojvrstva je )
7 P o9
zaobalena do proteinového o e
plaste oy NS82S
m Postuluji péry v membrané 2000
na zakladé fyziologickych (allikz.
experimentd P =
m Pory tvori proteinova vrstva & ®
i 2 ém i Lipidova :
dvojvrstva o—— @
mparative Physiology 5(4) (1935) 495-508.

Modely biomembran...

Robertsonily mode}

|

m 1959 — J. D. Robertson zobrazuje
membrany pomoci elektronové
mikroskopie za uziti fixace
KMnO, a glutaraldehydu

m 3,5nm dvojvrstva lipidd pokryta z
obou stran 2nm vrstvou protein(

B Z&dné pory nespatieny

m Pouziti riznych Cinidel —
nesymetricka membrana (tj.
rlizna intracelularni a

lularni strana Elektrononové
e ,  mikrografie plasmatické
embranoveé membrany Cervené
krvinky (Robertson)

) 3-43

Modely biomembran... 47

ECD a ORD -
[ -l
Spektra optické rotaéni -
m ~1960 — experimenty disperse (ORD)
. ECDIORD membran krevnich bunék. ., .
pomoci ]
ukazuji a-helix jako "“‘.‘__
previadajici strukturu“I %T] ﬂmm .
mer_nl_srgnovych_ . m%T H I H { { { .
proteint — proteiny —e &8s ® "I ———
musi byt globuldrni a CT T T e~
netvofi spojitou vrstvu 0 { A
cirkularniho - 3 o ;"'
dichroismu (ECD) 5
WM‘M membrén krevnich = | _5 i

ﬂ bunék v 8mM

i
fosfatovém pufru, Y 4
chloerthanolu.

s ‘I(.'\‘.‘q_,(‘.:
Srovnani s poly-L- - [} D riatinid -
lysinem. e
A fnpd




Modely biomembran...
hﬁnazonuéEtﬁiénL"

m 1961-63 — metoda s--rmu... ;

layer.._
mrazového stipani < =

(freeze etching) By Do QP Proisice

m Vzorek $tipadn noZzem “" o
za nizkych teplot ,,,,,,...' N o oo
(=100 °C) a ve vakuu

m Membrana se déli na KPS P space

dva nesymetrické listy
(ES — externi, PS —
lasmicky povrch,

Modely biomembran...
hﬁnmu»ﬂéétﬁﬁéni

m Ukazujici se castice o
velikostech 8—10 nm,
tj. proteiny

® Nahodné rozmisténi,
velikostni distribuce dle
typu membrany

W Proteiny nerovnomérné
distribuovany mezi oba

listy — asociace s

xtra celularni

Mikrografie vzorku mrazového Stipani.

i prochazi skrz (Usedka odpovida 100 nm)
ranu, vytvari téz

Modely biomembran...
Tekutost mermbran
|

Rhodaminem barvené

m 1970 -Frye& " pby
Edidin podavaji o, | -

diikaz o tekutosti "% "y T Qoo
membrén (/ Fluoresceinem znacené

Hybridni Inkubace pfi 37 °C
buiika

o N
receptory jsou
navazany
fluorescencné
znacené protilatky

ch

Fazované bufiky na pocatku  Efekt teploty na mosaicitu bunééné
Frye-Edidinova experimentu membrany béhem 40 min bunééné fiize
 —

23



Modely biomembran...
Fluidni mosaika...
[

m 1972 — model fluidni it
mosaiky od S. J. Singera &
G. R. Nicholsona

® Globularni proteiny jsou
volné pohyblivé v membrané

Pavodni Singer-
Nicholsontiv model
fluidni mosaikové

m Integralni membranové v Qa7 (572
proteiny tvori specifické Yok ¢ Nongolar, e

komplexy ead”fayaod ik ead”

m Lipidy voIné rotuji (109 —1010
a ifunduiji (2 um/s) —
dépodobné preklapéni

rstvami — asymetrické

i dvojvrs

Charakteristika membr. proteind
Historie — E\mi predstavy

B 1948 — Benjamin Libert identifikuje membranovy enzym
ATPazu z nervi krakatice obrovské

m 1952 — postulace iontovych kanal& Hodgkin & Huxley
(Nobelova cena 1963)

m 1957 — Jens Christian Skou ukazuje, Ze Libertova ATPaza
je spindna specifickymi poméry Na* K* — dlouho hledana
Na-pumpa postulovana
Overtonem 1890

B 1960 - Jardetzkyho predstava

koafinitnim misté
jicim pozice ATPaz

Alan Lloyd Andrew Fielding

Hodgkin Huxley
(1914-1998) (1917-2012)

Charalkteristika membr. protein
Historie — Ervni struktury...

m 1975 — elektronova
mikroskopie
Hendersona & Unwina na =
2D krystalech
bakteriorhodopsinu — 3D
mapy s rozlidenim 7 A

m Rozliseni 7 ,prutd™ o
délce 35-40 A —
odhadnuto jako

transmembrénové Projekéni mapa elektronové hustoty (vlevo) a 3D
rekonstrukce bakterirhodopsinu na 2D krystalech
Y purpurovych membran

32
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Charalkteristika membr. protein
Historie — Ervni struktury...

m 1980 - prvni 3D krystaly membranové proteinu
bakteriorhodopsinu (Oesterhelt & Michel) a porinu OmpF z £. coli
— RTG vyfeseno az 1992

m 1982 - H. Michel (NC 1988 s J. Deisenhoferem a R. Huberem)
krystalizuje fotosyntetické reakéni centrum Rhodopseudomonas viridis

3 i A

Hartmut Michel
(*1948)

# Prvni 3D atomova struktura
membranového proteinu

Charakteristika membr. proteind

Zakladni déleni a funkce...
| BE, o
m Pasivni transport — T W‘{‘:
pdry/kandly — rychly (ps/ps) — IR
hradlovani (svétlo, potencial, L e R
CAMP, Ca?+) i;fi'v A
m Aktivni transport — S T
transportéry, pumpy (proti . BAES
elektrochemickému gradientu) 2 ] .
— pomaly (ms), regulovany o r

- :
Nahofe) schematické | I I [ Im
1

znazornéni transportnich
mechanismd

Dole) rfizné principy
hradlovani kanal&

Porovnani mikroskopil...

< Opticka mikroskopie >
Profilometrie >

< Skenuijici elektronova mikroskopie >
< Mikroskopie atomovych sil >
A

Transmismi elektronova >

I
10 pm 10 mm

Délka Skaly

25



Historicky prehled...
|
m 1929 — opticka

profilometrie
(Shmalz)

® 1950 - oscilujici
hrot (Becker)

m 1971 -

Phaigragic Sl

topografiner,
bezkontaktni typ
hrotu (R. Young)
pro elektricky
ivé vzorky

Historicky prehled
|

m 1981 - skenujici tunelova
mikroskopie (Bining &
Rohrer — Nobelova cena
1986) pro vodivé vzorky

m 1986 — mikroskopie

atomarnich sil (Binning,

Quate, Gereber) '

= -
G. K. Bining - o A

(*1947)

C. F. Quate, C. Greber, Physical Review Letters 56 (1986) 930-933

:Jak fi Ing ij e AFM

|
Kompaktni AFM Naio
] Sonclla (h_rot na AFM (Nanosurf)
nosniku) interaguje s
povrchem

m Monitorovan odrazem
laseru od nosniku na
Ctvefici diod

m Piezo-keramicky
drzak posunuje
sondu/vzorek

W Moznost oscilace
nosniku

(~100 Hz - 1 MHz)
iSeni x-y osa
osa 0,1 nm
e pN sil,
nosniku < A
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AFM mody — kontakini...

|

m Lateralni odchylka — (B+D) — (A+C), uzivan pro
materialovou citlivost — tfeni (ne pro vyskovou)

m Vertikalni odchylka — (A+B) — (C+D)

Fhofdalecion e tEnding Vistical mrsing

Sonda / Hrot

Standard (pro Super-sharp High-aspect- + uhlikova
oscilaéni méd) ratio nanotrubicka

Si;N, pro
kontaktni

Si pro
oscilaéni
méd

m Tupy hrot
— Predméty se jevi vétsi

— Diry se jevi mensi
U
N

Testovaci ctverce
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AFM mody...

[
m Kontaktni mod — hrot se pohybuje po povrchu
— Vysoké rozliseni Comtactmode

— Mozné ohrozeni vzorku L
— Méfeni trecich sil, vodivosti

m Bezkontaktni mod (NC) — hrot se osciluje
tésné nad povrchem aniz by se dotkl at

— Nizsi rozliseni r—/—
- Nepredsta\_/UJe? ohrozenl_ vz?rkuv i
— Elektrostaticka, magneticka méreni EEE—

m Poklepovy (tapping) méd (IC/AC) — hrot

Si rozliseni nez bezkontaktni interrmittent contact

malizace ohroZeni vzorku E

Optimalizace podminek...

Strmost vs. tfeni
I
m Boéni vychylka

nosniku prinasi novou f o ] ] kY —
informaci o chovani

povrchu v kontaktu I L= %_rl=—
- —
s hrotem

Ttz S forwand Farw Friction forcs - Scan forwsnd Raw csta Friction force - Scan beckward Maw dats

Sl —H

i

B

e

&

13
ol & %

H Smés polystyrenu
i a polybutadienu

= - nm £ By

==

——
-np://www.nanosurf.com)

28



Extraceliulas side

m Bakteriorhodopsin —
membranovy protein,
protonova pumpa

m Organizuje se jako
trimer

B Rozvinovani proteinu
krok za krok po
nespecifickém navazani
na hrot

m Existence
,membranovych"

uller, Phys. Rev. Letters (2011)

AFM protein{i — bakteriorhodopsin...

m Prechod kanalu TRPV3
(transient receptor
potential) z tetramerni
na pentamerni formu
a naopak

B Pentamer je raritni,
reversibilni a preklopeni
forem probiha od sekund
po minuty

m Agonista difenylboron

anhydrid (DPBA) indukuje

dilataci péru a nasledné

zdvojnasobeni populace
eru

t al., Nature 621 (2023) 206-214.

Vysckorychlo tni AFM proteind...

KoeX|stence
TRPV3
tetrameri

a pentamerii
v membrané |

(a, b).

Radialni

a vyskové

profily tetra-

a pentamerd

(c,d).. o

Statistika s \ m
manE

vyskovych
t al, Nature 621 (2023) 206-214.

profil&l AFM-
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Vysokorychlostni AFM proteind...
|

m Vysokorychlostni
AFM

| 2 pl vzorku naneseny
na 1,5 mmz2 slidy —
inkubovano 5 min —
oplachnuto —
hydratovano 5 A pufru
pro difusy TRPV3
kanal&

m Skenovano 0,5-3
snimky za sekundu s
rozlisenim 1,5-8 A na
pixel pomoci HS-AFM

, RIBM)

t al., Nature 621 (2023) 206-214 &

Viysokorychlostni AFM proteini
|

B TRPV3 tetramery se
mohou rozpadnout
a opét slozit zpét do
tetramerni podoby

m Sedé Sipky indikujf
monomerni (1), i
dimerni (2) a trimerni g7~
(3) fragmenty.

m HS-AFM série ukazuji
rozpad terameru na
trimer (b) a dimer (c). §
Posledni série (d)
ukazuje zformovani

t al., Nature 621 (2023) 206-214.

Membranové kandly...
Samosiainy helix — gramicidin...

m Gramicidin — peptid 15 AA, stfidani L- a D-AA
nejjednodussi kanal, hydrofobni postranni retézce,
formovani pravotocivého B-helixu (B-rolka ze 2 ks)

m Dipeptid formuje kanal pro monovalentni kationty
pri elchem. gradientu (2x10* kationt{/msec)

3

L
e
E

(1 = ] E. 3 'S T E = - i [ " 1] o

(= L-la:u Ltz D-Lew L-;ua.D-m Lli-ul D-war L-Tap D-tww L-  D-law L-Tp D-bow L-Toe .




Membranové kanaly...

SamostaEz helix - gramtc:dln

m Gramicidin —
antibiotikum proti gram-
positivnim bakteriim (e.g.
B. subtillis, S. aureus)

m Dimer pravé presahuje
membrénu, . 2,6 &,
kanal ma vétsi primér
nez a-helix

m Reverzibilni dimerizace _;] ]

i

hradlovani kanalu

Spojovanim/rozpojovanim

a koncentraci Formovani dimerniho kandlu gramicidinu je spojeno
i s lokalni deformaci membrany

Samostainé helixy — antimikrobialni pepfidy

[ :

m 1980 - prvni peptid - m..!::-..-_—'
cecropin hemolymfy kukly e

amerického martinace _@g‘é}i‘iﬁ ‘f‘-‘%”gﬁi fﬁ;‘&%__é'

Hyalophora cecropia

m 10-50 AA, bazické (Lys,

Arg) a hydrofobni - 3
m Pisobi kolektivné v y
interakci s membranou
- . . ] BT P

W V zakladnim stavu jsou v
B-listech casto neaktivni  *=

B Neusporadané formy se W
S

Prehled zékladnich strukturnich tfid antlmlkroblalnlch
peptidd — a) a-helikalni (v interakci s membranou), b)
B-skladané listy (v roztoku), c) neusporadané

Mermbranové kanaly... X E

Membranoveé kanaly...
Samostainé helixy — antimikrobiaini peptidy

m V klasické 2 ’“’M"“‘)
predstavé sofny g 1000 mﬁ
proteiny cogabl % Detien
dosahuiji Carpt gt
Kritické o h,.,?_""‘;_e ot
koncentrace mm Sonnaotnones
a formuji . s-»-- :
pory |H°-"ﬁ P

m Specifické | ot Lg-m
interakce s Ecvaguson

fosfolipidy
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Lipidové interakce s proteiny
Mechanosensitivni proteinove kanaly...
| .

m Otevirani pord/kanalt na
zakladé lateralniho
tlaku membrany

m Kritické pro fyzické
stimulace (hmat, sluch,
osmoregulace)

B Mechanoselective channel

(MscL) — por 25 &,
lysofosfatidylcholinu (LPC)
mbrany — uvolnéni

I,hO tlaku — Struktura velkého membréanové kanalu MscL z

ni M. tuberculosis (PDB: 20AR) v zaviené

konformaci. Kanal je zobrazen z vnéjsi strany
kolmo na membranu — pentamer, kazda z
podjednotek 2 transmembranové helixy

Lipidové interakce s proteiny
Mechanosensitivni proteinové kanaly

i iy Pressure Proflle  Mscl. Conlomsadion
B Schematicky efekt

zak¥iveni >
lipidové
dvojvrstvy — |
zména lateralniho :
tlaku B

m A) Relaxovany stav Miwoich

m B) PHEna tenze — + .“m

31
komprese/expanze 1 : !

povrchu
eni kanéluf/al E P

Lipidové interakce s proteiny
Piezo mechanosensitivni iontové proteinove kanaly...

m Piezo kanaly — nejvétsi
znamé multimerni iontové
kanaly

W Trimery o ~2500 AA (300
kDa), 30—40 hydrofobnich
transmembranovych
segmentd

W Aktivace (od 5 ms po 1 s)

vede k vtékani Na, Ca iont(

— sifeni elektrickych signalli

a iniciace drah sekundarnich

v F
r. 2010 ud&lena
a cena za fyziologii ¢ !
tvi pro rok 2021 Ardem Patapoutian
m (*1967)
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Lipidové interakce s proteiny
Piezo mechanosensitivni ionfové proteinove kanaly...
|

m PIEZO 1 & 2 - sdili ~50 % identity, ale nepodobaji se
ni¢emu jinému — unikatni fold
m Studium ve vesikulech POPC:DOPS:cholesterol 8:1:1

Top view | +Model

al, Nature 573 (2019) 230-234,

Lipidove interakce s proteiny
Piezo mechanosensitivni iontové proteinové kandly...
|
®m PIEZO 1 & 2 - sdili ~50 % identity, ale nepodobaji se
ni¢emu jinému — unikatni fold
n Aktlvace plsobenim 3,4-1,4 mN/m
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Lipidové interakce s proteiny
Piezo mechanosensitivni iontové proteinove kané...

PIEZO1 — mapy z kryoelektronové
mikroskopie a modelové stavy
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Lipidové interakce s proteiny
Piezo mechanosensitivni ionfové proteinove kanaly...

I e s
. OJ 4
.
( \41; i
m‘_
v
Kandl zvrasni membréanu do wlu
podoby jamky
—
200 ang{rﬁms
600 nm?

Lipidové interakce s proteiny
Piezo mechanosensitivni iontové proteinové kandly...
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Piezo2 z kryoelektronové
mikroskopie [

Lipidové interakce s proteiny 3=
Piezo mechanosensitivni iontoveé proteinove kanalhe
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Lipidové interakce s proteiny
Piezo mechanosensmvm iontove protemove kanaly...
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Lipidové interakce s proteiny
Piezo mechanosensitivni iontové proteinové kandly...

m Piezol — mechanotransdukce v kardiovaskularnim systému savcd
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Lipidové interakce s proteiny
Piezo mechanosensitivni iontove proteinove kandly

m Piezo2 - senzoricka a respira¢ni mechanotransdukce, exprese
neuronech kdize, v Merkelovych burikach pro detekci dotyku a v plicich
B B
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Membranove kanaly...
Transienk recepior poteniial (TRP) kandly...

m TRPV1 (vaniloid VR1) - termosensitivni receptor aktivovany teplotou
>43 °C (s presnosti 1 °C), ale i fadou dalSich latek, indukuje vtok Ca2*,
objeven 1997 pres kapsaicin, Nobelova cena 2021

m TRPMS8 - receptor chladu, <28 °C s pfesnosti az 0,5 °C, aktivovan

mentolem, vstup Na+ a Ca?*

Membranové kanaly...
Transieni receptor poiteniial (TRP) kanaly...

® TRPV1 - pfitomen v perifernich nervech, tetramer s ¢tyféetnou symetrii

podobnou napétim spinanym kanalfim, cil analgetik
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Membranové kanaly...
Transient recepior potential (TRP) kandly
|

m Teplotni spinani je pravdépodobné dano zménou sekundarni struktury
a distorzi nékolika o-helixd, velmi citlivych strukturnich zmén na teplotu
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Membranové kanaly...
Transieni receptor potential (TRP) kanaly...
|

m Agonisté TRPV1 - priklad alosterického efektu, riizné molekuly se vazi
na rlizna Casti proteiny mimo aktivni misto
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