Proteiny — struktura a folding



Proteiny

molekularni stroje, stavebni bloky
enzymaticka katalyza

regulacni proteiny (fidi genovou expresi), receptory
(akceptuji intracelularni signaly), strukturni proteiny
(mikrofilamenta, mikrotubuly), membranové proteiny
(transmembranovy transport)

enormni variabilita, vysoka specificita

pro pochopeni funkce nutna znalost 3D struktury
slozeni bunky: 50% proteiny, 15% sacharidy, 15%
nukleové kyseliny, 10% lipidy, 10% ostatni



Urovné proteinové struktury
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— sekvence AK
sekundarni

— pravidelna periodicka konformace hlavniho retezce
terciarni

— sbaleni sekundarnich struktur jednoho retezce

kvarterni
— struktura tvorena vice retézci




Aminokyseliny

rozdeéleni:
* NPo:nepolarni bocni retézec
*Ala, Val, Leu, lle, Phe, Pro, Met, Gly, Trp, Tyr
« CPo: nabity polarni bocni retezec
*Asp, Glu, His, Lys, Arg
* UPo: nenabity polarni boc€ni retézec
Ser, Thr, Cys, Asn, GIn



Aminokyseliny
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Figure 2.1. The side chains of twenty standard amino acid residues (projecting from the
main-chain C* atoms). Atoms forming the amino acids are shown on the right.



Zastoupeni AK v proteinech

| Amino Acid | Freq.[%] |
Alanine (Ala, A) 8.1
Arginine (Arg, R) 5.1
Asparagine (Asp, D) 5.2
Aspartic acid (Asn, N) 4.0
Cysteine (Cys, C) 1.2
Glutamine (Gln, Q) 3.8
Glutamic acid (Glu, E) 6.5
Glycine (Gly, G) 7.2
Histidine (His, H) 2.2
Isoleucine (Ile, I) 6.8
Leucine (Leu, L) 10.3
Lysine (Lys, K) 5.9
Methionine (Met, M) 2.5
Phenylalanine (Phe, F) 4.2
Proline (Pro, P) 4.3
Serine (Ser, S) 6.2
Threonine (Thr, T) 5.1
Tryptophan (Trp, W) 1.1
Tyrosine (Tyr, Y) 3.2
Valine (Val, V) 6.9




Aminokyseliny

* |sou chiralni (krome Gly)
v proteinech se vyskytuje pouze L-forma

Amino Acid Structure
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Peptidova vazba

* je planarni a ma charakter 0 co
castecne dvojne vazby S
— zajisté&no sp? hybridizaci /N

elektronu na atomech Na C’

Kovalentni vazby — za normalni teploty pevné, nevibruji

Kovalentni uhly — méné rigidni, vibruji za normalni teploty, ale malo (cca
5 deg.)

Dihedralni uhly — rotace kolem kovalentnich vazeb, urcCuiji flexibilitu
proteinu



Dihedralni uhly
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Dihedralni uhly
N NS
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 energeticky je cis konformace nevyhodna (C, si

prekazeji) ce
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— trans zvyhodnéna jen malo co co Cco

— globularni prot.: 90% trans, 10% cis « 2.8A 5



Dihedralni ahly

* na rozdil od N-C’, rotace kolem C_,-C’ a N- C,
maji nizkou barieru, a mohou tedy volne
rotovat

 Ramachandranovy grafy
— korelace uhlu @ (N- C,) a uhlu y (C-C’)

rwv VLD a4
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Ramachandranovy grafy
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Figure 3.2. This is how Ramachandran plots of the disallowed (M), strained (CJ), and fully Figure 3.3. The map of disallowed (W) and allowed (C0) ¢, 1 conformations of ghycine (Gly)
allowed () (¢. 1) conformations of the fragment C*C'N— C“—C'NC” would look, pro- in the protein chain.

vided all these atoms had no other atoms attached (right) and atoms of residues i — | and
i+ | had no interactions.



Ramachandranovy grafy
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Figure 3.4. The map of allowed ([J) ¢, 7 conformations of alanine (Ala) in the protein
chain; ((J), regions allowed for Gly only; (M), regions disallowed by main-chain interactions

Figure 3.5. The map of disallowed (M) and allowed (CJ, O0) ¢
for all residues.

. 1/ conformations of larger
residues in the protein chain. ((J), the region where all side-chain x! conformations are

allowed; (C), the region where some ! conformations are disallowed.



Sekundarni struktura

3| %

Figure 7.1. The secondary structures of a polypeptide chain (x-helix and a strand of -sheet)
and the tertiary structure of a protein globule. Usually, taken together, &- and f-structures
make up about a half of the chain in a globular protein.




a-helix

levotoCivy

 stabilizace pomoci H-vazeb
(mezi C=0 a H-N jednoho @\
retézce) \_/

— existence fady helixu: 2-, 3,
415(=a), 946(TT)

* obecné: pravotocCivy, n @

Residue number 0

Helices:

Figure 7.3. Hydrogen bonds (shown with arrows) typical of different helices. The chain
residues are numbered from the N- to the C-end of the chain.



Typy helixu v proteinech

pouze ag-helix je hluboko v
oblasti povolenych geometrii
(ostatni bud’ na hranég, Ci
povoleny jen pro Gly)

a,-helixy nejsou v proteinech
pozorovany

2, — velky uhel mezi N-H a O=C
je nevyhodny pro H-vazby
m-helix — otacky prilis Siroke,
energeticky nevyhodne, vznik
der . | |
340r (340, Mozny jen pro Gly) v ~1%0 0 180
proteinech pritomné, pouze ale

na kratkych fragmentech (3-4

AK)

()




@ carvon
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Figure 7.6. Chain pathway and location of hydrogen bonds in the parallel (51 1), antiparallel
(1) and mixed (511 ]) B-structures. As shown, in each f-strand, the H-bonds (light blue)
of one residue are directed oppositely to those of its neighbor in the chain.

Figure 7.7. The fi-sheet surface is pleated. The side-chains (shown as short red rods) are
at the pleats and directed accordingly; i.e., the upward and downward side-chains alternate
along the f-strand. The H-bonds are shown in light-blue. Adapted from [12].



Rozdéleni proteinu

 viaknité proteiny
— tvori veliké, obvykle dehydratované
agregaty, struktura bohata na H-
vazby, pravidelna, drzi diky
interakcim mezi retezci

* membranoveé proteiny

— umistény v membrané (dehydr.), :
pravidelna intramembranova Cast s ,,'
vysokym podilem H-vazeb,
omezeni velikosti tloustky
membrany

* globularni proteiny

— rozpustne ve vode, meéne
pravidelné, strukturu stabilizuji
predevsim meziretézcove interakce




Experimentalni rozliSeni sekundarnich struktur
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System s mnoha stupni volnosti

* bud system obsahujici velké mnozstvi molekul,
nebo systém tvoreny jednou velkou a flexibilni
molekulou

« nutny pristup pomoci statisticke fyziky
» velke mnozstvi konfiguraci

 entropie — kolik konfiguraci (mikrostavu)
odpovida pozorovanemu makrostavu

 teplota — uzce spojena s entropii



Urceni teploty velkého systému (termostatu)
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Modra kfivka ukazuje zavislost entropie S na energii systému E. Gradient
dS/dE urcuje teplotu T odpovidajici energii E. M(E) je poCet mikrostavu s
enerqii E.



S(E)
S=/p In[M]

F>F,

I Ly
Energy
smérnice: S-S(E,)=(E-E)/T, E-T,S=E,-T,S(E))
F,= E,—T1S(E1) ... volna energie systemu pfi teploté T, (konst. podel smérnice)

Protoze je kfivka S(E) konvexni (pod smérnici), odpovida kontaktni bod minimu
volné energie pri teplote T,



(a)

Entropy

Konformacni zmeny: 1) pozvolna zmena
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(b) Temperature

kazda hodnota 1/T odpovida pouze jednomu bodu
kfivky S(E), tedy stabilnimu stavu pfi dané teploté T.

Pfi zméné teploty systém postupné méni svu;
termodynamicky stav (entropii a energii)
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Konformacni zmeny: 2) prudka zmena

A
Tz: G :
A 1 \-:/
— A = —— J I\
E2 A : :
> Q)
? o T*: \‘g I I
E — I 1 -
ia &3 1 I g
A |
El ~ 1 |
n: g !
"ﬁ | |
_I—I—}
E, E,
(a) (b) Temperature () Energy

Pokud gradient kfivky S(E) s rostouci E stridavé klesa a roste, pak existuje
nékolik smeérnic se stejnym sklonem.

Pri teploté T" budou mit struktury s nizkou a vysokou energii stejnou volnou
energii a stejnou pravdéepodobnost existence.

Kazdy systém se polovinu ¢asu nachazi ve vysokoenergetickém a polovinu Casu
v nizkoenergetickém stavu.



Fazovy prechod typu ,,vSechno nebo nic*

« charakteristicka je nepfitomnost intermediatt (oba stabilni stavy
jsou oddéleny energetickou bariérou)

* patfi mezi fazové prechody prvniho fadu (je to jeho mikroskop.
analog)

* teplotni interval koexistence nizko- a vysokoenergetickych stavu
systému je pro malé systemy velmi maly, u makromolekul je to

NnAalzAalily et in”AA

s
w(E)

! (_\ ; pozvolna zmena
' konformace

Entropy

= w(E)

w(E)

=~
|
=~
~
e
—
(3]

(c) Energy .

_———

AN fazovy prechod 1. fadu

(a)

wiE)

(E)

i

]
1 1
1 1
1 1
1 i
[ [
3 1
- 1 1
Ty 1 1
= 1 1
1 | - 1 1 »
E, E, s Ey Ey

(a) Energy (b) Temperature (c) Energy

W

Entropy

wi(E)




Fazovy prechod 2. radu

« fazovy prechod 1. fradu charakterizuje skokova zmeéna energie
(spolu s entropii, objemem a hustotou), typickou vlastnosti
fazového prechodu 2. fadu je skokova zména tepelné kapacity
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Kinetika konformacnich zmen

Co je pomaly a co rychly proces?

Proces je pomaly, pokud jeho rychlost je fadove pomalejsi nez
vysledek ziskany na zakladé rychlosti jednotlivych kroku a jejich
poctu

Priklad: zapojeni jednoho rezidua do sekundarni struktury trva 1
ns, fetézec obsahuje 1000 rezidui. Cely proces zapojeni vSech
rezidui vSak netrva ocekavanych 1000 ns, ale 1000 s = proces je
pomaly

Malou rychlost procesu mohou zpUsobovat:
« pomala difuze pfi vysoké viskozité

 nutnost prekonani bariéry volné energie
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Denaturace proteinu

* in vitro: pomoci vysokeé (nizké) teploty, denaturacnich Cinidel apod.
* in vivo: umoznuje napr. prechod pres membranu
* nejstabilnéjSi formou proteinu nemusi byt nativni forma

« protein nemusi mit fixovanou 3D strukturu (pouze pfi vazbach
ligandu, DNA, RNA, apod.)

 denaturace: fazovy prechod ,,vSechno nebo nic* =
pozorovatelnymi kvantitami pouze nativni a denaturovany stav

* renaturace je mozna, pokud doslo pouze k mirnym odchylkam od
nativni struktury a protein neni prilis velky

* reverzibilita procesu znamena, ze informace o sekundarni a
terciarni strukture proteinu je obsazena jiz v sekvenci aminokyselin



Denaturace proteinu
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van‘t Hoffovo kritérium: AE=AH/N

AE...teplo spotfebované jednou ,tajici jednotkou®, AH...teplo
spotrebované N molekulami

Tani celého proteinu probiha jako fazovy pfechod ,vSechno nebo nic”

« AE < AH/ N ... tajici jednotka je menSi nez cely protein, protein taje
po Castech

« AE > AH / N ... tajici jednotka je vetSi nez cely protein, protein taje
jako agregat molekul



,Molten globule*

* pfedstavuje skoro nativni konformaci proteinu

* univerzalni intermediat pri sbalovani a rozbalovani proteinu (foding,
unfolding)

« sekundarni struktura je velmi blizka nativni formé proteinu
» malé usporadani bocnich fetézcu

* méne kompaktni nez nativni protein (jadro je vSak stejné kompaktni
jak v nativnim proteinu)

native globule molten globule

* vyskyt solventu uvnitr
globule




,Molten globule*

Protoze je tani proteinu fazovy prechod 1. fadu, ma mnohem vySsi
energii a entropii nez nativni stav (mezifetézcove interakce jsou
mnohem slabsi a mobilita fetézce mnohem vyssi)

VétSina stupnu volnosti proteinového fetézce spojena s malymi
fluktuacemi boCnich fetézcu, jejich osvobozeni je pro MG
termodynamicky vyhodné a vede k mirnému zvétSeni MG (v porovnani
s nativnim proteinem)

Density >

ZvétSeni objemu =
vyznamny pokles VDW
interakci, narust volné
energie
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(barrlcr state)
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Denaturace proteinu

Concentration of GuHCI1 (M)
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0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Density Fazovy diagram konformacnich

, o stavd v lysozymu. Carkované
denaturovany stav nativni stav prechodové zény.



Protein folding

Levinthallv paradox

 pokud by pro kazdé reziduum existovaly 2 mozné konformace, pak
pro fetézec se 100 rezidui existuje 290 alternativnich struktur, a
protoze prechod z jedné konformace do druhé nemuze byt rychlejsi
nez 1 ps, prohledavani prostoru potencialni energie by trvalo nejméne
~2100 ps (~1010 |et)

Otazka: Jak se dokaze protein sbalit do nativni formy béhem
kratké doby (s-min)?

Nativni forma proteinu je urCena kineticky spiSe nez termodynamicky
a jde cestou hledani snadno dosazitelného lokalniho minima, nez
hledani globalniho minima volné energie.
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Kinetika x termodynamika

 kinetika: velka rychlost foldingu, termodynamika:
nejstabilngjsi struktura

» termodynamicka kriteria:
— folding je reverzibilni, probiha jako fazovy prfechod 1. druhu

— denaturovany stav je nejCasteji nahodné klubko (random coil)

— 1 za normalnich podminek je nativni stav proteinu jen o nékolik
kcal/mol stabilngjSi nez nesbaleny

Nativni stav: nizka energie
X
Nahodné klubko: velka entropie



Kinetika x termodynamika

Pozadavky na rychlost foldingu:

 velka energeticka mezera mezi nizkoenergetickymi stavy a Spatne
usporadanymi (misfolded) stavy

* cely proces nesmi mit moc krokU

* nesmi obsahovat prilisS vysokeé energeticke bariery

Pozadavky kinetiky i termodynamiky mohou byt splnény
soucasne: lze predpokladat, ze v biologickych
procesech nasly uplatnéni prave ty proteiny, ktere se
takto formovat dokazi.
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