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1. Uvod do biochemie proteinii

Text vznikl na zéklad¢é ptednasky autora na 35. letni
Skole stfedoskolskych uciteli a studentl stfednich $kol.
Shriime pro zacatek zakladni poznatky o proteinech a je-
jich stavebnich jednotkach, abychom je mohli pozdé&ji
vyuzit v dal$im textu.

Proteiny jsou nevétvené biopolymery, které vznikaji
z aminokyselin (obr. 1, nahofe). V proteinech se uplatiuji
a-aminokyseliny, ve kterych jsou aminoskupina —NH,
a karboxylova skupina -COOH vazéany na spolecny uhlik,
tzv. C, uhlik. Ten déle vaze atom vodiku a n€jakou ¢tvrtou
chemickou skupinu, kterou mize byt dalsi vodik (u amino-
kyseliny glycinu) nebo jina chemicka skupina. V takovém
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ptipad€ je C, chirdlni a aminokyselina existuje ve dvou
zrcadlové obracenych formédch D a L, z nichZ v proteinech
se vyskytuje pouze L-forma. Polymery slozené jen
z nékolika malo aminokyselin (< 50) oznacujeme jako
peptidy. Pocet aminokyselinovych c¢asti, ktery musi poly-
mer obsahovat, abychom ho nazyvali proteinem a nikoli
peptidem, je spiSe otdzkou vkusu nez pevné smluvenych
pravidel. Napt. v klasické praci Lindorff-Larsen a spol.
nazyvaji proteinem i polymer slozeny z 10 aminokyselin'.

Rozlisujeme 22 proteinotvornych aminokyselin. Jed-
na z nich, prolin, je ve skuteCnosti iminokyselina
(N-alkylaminokyselina). Dalsi dv¢, selenocystein a pyroly-
a vyskytuji se vzacngji. Jelikoz jsou proteiny nevétvené, je
jejich chemické sloZeni déno sekvenci pospojovanych
aminokyselinovych jednotek. Sekvence se obycejné uvadi
pomoci jednopismennych znafek. Prvnim proteinem
s kompletn& uréenym chemickym sloZenim byl inzulin®’.
Aminokyselinovou sekvenci inzulinu stanovil v 50. letech
20. stoleti Frederick Sanger a jeho spolupracovnici. Sanger
nasledné za praci na struktufe proteint ziskal svou prvni
Nobelovu cenu za chemii (1958).

Proteinovy fetézec je sekvencné nesymetricky, proto-
ze na tzv. N-konci se vyskytuje samostatna —-NH, skupina
(mutize byt protonovand) a na tzv. C-konci skupina —-COOH
(mtze byt deprotonovana). Jednotlivé aminokyselinové
zbytky jsou propojené amidovou vazbou, ktera se
v ptipad¢ proteinti oznacuje jako peptidova (obr. 1, dole).

2. Ribozom a peptidovy tunel

Peptidovymi vazbami lze aminokyseliny propojit
v laboratofi, avSak pfindsi to fadu Uskali. Pfi jednoduché
kondenzaci glycinu G a fenylalaninu F bude vznikat nejen
peptid GF, ale také FG, GG, které budou v zavislosti na
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HiNf—CH—C—0" + HN*—CH—C—0" —— H3N*—CH=—=C—HN=—CH—C—0"

R, R,
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Obr. 1. Nahote: Strukturni vzorec L-a-aminokyseliny s postrannim Fetézcem R v nenabité a nabité formé. Dole: Vznik peptidové
vazby kondenzaéni reakci dvou aminokyselin s postrannimi Fetézci R; a R,
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podminkach reagovat dale na FFG, GFG atp. K ziskani
pozadovaného dipeptidu lze vyuzit chranicich skupin
a technik pokrocilé organické syntézy, ale pfipravit tak
protein o 300 aminokyselinach by bylo nepraktické.

Za ucelem tvorby peptidovych vazeb vytvofila evolu-
ce slozity katalyzator, ktery se nazyva ribozom. Sklada se
ze dvou podjednotek (obr. 2, vlevo): mala ribozomalni
podjednotka, u bakterii oznacovana 30S, ¢te genetickou
informaci a velka ribozomalni podjednotka, u bakterii 50S,
katalyzuje vznik peptidovych vazeb. Kazda podjednotka se
sklada z ribozomalni RNA (rRNA) a nékolika proteint;
bakterialni ribozom o molekulové hmotnosti 2,6 MDa
obsahuje celkem 3 vlakna rRNA a asi 50 ribozomalnich
proteinti. Ribozom vyssich organismu je vétsi a obsahuje
vice ribozomalnich proteind.

Jiz rané experimenty s ribozomem ukazaly, ze pokud
je rodici se protein vystaven hydrolytickym enzymuim, je
uréita jeho &ast pred hydrolyzou chranéna®. Toto zjisténi
vedlo k hypotéze, ze ve velké ribozomalni podjednotce je
prostor (tunel), ve kterém je rodici se protein ukryt’. Tunel
se podafilo identifikovat pomoci kryogenni elektronové
mikroskopie® a detailni informace o ném pfineslo aZ rozie-
Seni atomarni struktury velké podjednotky’. Ukazalo se
ostatné, ze ribozom je protkany i mensimi tunely a Ze asi
40 % objemu ribozomu tvoti voda.

Ribozomalni (nebo peptidovy) tunel se rozprostira na
10 nm mezi katalytickym centrem a povrchem ribozomu
a vétsinu jeho stén tvoii rRNA (obr. 2, uprostied). Sitka
tunelu se pohybuje mezi 1 a 2 nm. Nejuzsi misto se nacha-
zi v prvni tfetiné tunelu smérem od katalytického mista
a je tvofeno smyckami ribozomalnich proteini ul4
a uL22. V posledni tfetin¢ je ¢ast stén tunelu tvofena
smyckou proteinu uL23 a usti tunelu lemovano proteinem
ul24. Stény peptidového tunelu a jeho obsah jsou tedy
prvnimi objekty, se kterymi se rodici se protein setka.
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3. T¥i etapy zrozeni proteinu

Ribozom katalyzuje syntézu proteind tim, Ze fizené,
podle mRNA, umoznuje dvéma molekulam tRNA nesou-
cim aminokyseliny, tzv. aminoacylovanym tRNA
(aa-tRNA), pfiblizit se a zaujmout vzajemnou orientaci
takovou, aby vznikla peptidova vazba. Molekuly aa-tRNA
prochazeji ribozomem a rodici se protein se prodluzuje
aminokyselinu po aminokyseliné. V priubéhu translace
postupuje peptidovym tunelem na povrch ribozomu a na-
konec je uvolnén do cytosolu, ptipadné do membrany nebo
mimobunécného prostoru.

Z hlediska translace miiZeme rozlisit tii etapy zrozeni
proteinu (obr. 2, vpravo). Prvni etapa zahrnuje dobu, po
kterou rodici se protein postupuje tunelem nez dosahne
povrchu ribozomu. Tunel je schopny pojmout 40—-60 ami-
nokyselin® a pfi primémé rychlosti bakterialni translace
priblizné 15 aminokyselin za sekundu® trva prvni etapa asi
4 sekundy.

Ve druhé etapé zlstava rodici se protein pfipoutany
k ribozomu, avsak Cast proteinu jiz ribozomalni tunel
opustila a nachazi se v cytosolu nebo membran€. Amino-
kyseliny se ptipojuji na C-konec rodiciho se proteinu, pro-
to ribozomalni tunel jako prvni opousti N-konec. Trvani
druhé etapy zavisi na celkové délce syntetizovaného pro-
teinu. Pro typicky bakteridlni protein o 300 aminokyseli-
nach trva druhd etapa asi 16 sekund, pro extrémné dlouhé
proteiny’ miize piesahnout 100 sekund.

Tteti etapa zac¢ina preruSenim chemické vazby mezi
rodicim se proteinem a tRNA. Uvolnény C-konec rodiciho
se proteinu unikd ribozomalnim tunelem ven, ¢imz konci
tieti etapa zrozeni. Zrani proteinu, které zacalo kotranslac-
n¢, pokracuje tzv. posttranslaéné mimo ribozom. Vznikaji
disulfidové vazby, vybrané postranni fetézce jsou glykosy-
lovany nebo fosforylovany atp. Tteti etapa probiha oproti

Obr. 2. Vlevo: Bakterialni ribozom s jeho velkou (50S) a malou (30S) podjednotkou. Uprostied: Schéma ribozomalniho tunelu se
zvyraznénou tRNA nesouci rodici se protein (P-tRNA), tRNA nesouci aminokyselinu (A-tRNA) a nékolika ribozomalnimi protei-
ny, které zasahuji do stén tunelu. Hvézdickou je oznaceno vazebné misto pro makrolidova antibiotika. Vprave: Schématické zna-
zornéni tii etap zrozeni proteinu. V 1. etapé€ rodici se protein nariistd na C-konci a N-konec putuje k vychodu z ribozomélniho
tunelu. Ve II. etapé rodici se protein nariista na C-konci a N-konec opustil ribozom a ve III. etapé je C-konec uvolnény z tRNA

a putuje smérem k vychodu
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prvnim dvéma velmi rychle. C-konec rodiciho se peptidu
je z tunelu taZen silou vyvolanou sbalovanim proteinu'®
a tinikovy ¢as je fadové 0,1 ms (cit.'").

4. Sbalovani proteinu

Kotransla¢né také zaCina tzv. sbalovani proteint.
Nevétveny fetizek aminokyselinovych jednotek sbalova-
nim ziskava funkéni trojrozmérny (3D) tvar odpovidajici
minimu Gibbsovy energie. Ve vodném prostiedi, mimo
ribozom, se malé proteiny bali v f4du mikrosekund, typic-
ké proteiny v fadu milisekund a sbalovani velkych protei-
nd mize trvat i nékolik sekund.

Zpocatku strukturni studie ribozomi naznacovaly, Ze
ribozomalni tunel je dostatecné velky pouze pro malé 3D
struktury, napf. a-helix'?. Helikalni konformace velmi
blizko katalytického mista ribozomu byla pozdé&ji charak-
terizovana na atomarni urovni pro rodici se proteiny MifM
(cit.) a VemP (cit.'*). V téchto piipadech zpusobuje
a-helix blizko katalytického mista translacni uvéznéni (viz
dale). U proteinu VemP je za vznik helikdlni struktury
spoluodpovédny ribozomalni tunel, nebot’” VemP je mimo
ribozom nehelikalni'>.

V posledni dobé se objevily silné experimentalni
argumenty pro kotransla¢ni sbalovani vétSich struktur uvnitf
tunelu'®. Blizko usti tunelu se napf. sbaluje N-terminalni
doména proteinu HemK slozend z péti o-helixd. Fluo-
rescen¢ni experimenty ukézaly, Ze 3D tvar domény HemK
uvnitf tunelu je odlisny od nativni struktury mimo ri-
bozom'”.

Kotranslaéné se proteiny sbaluji nejen uvnitt tunelu,
ale také mimo ribozom béhem druhé etapy zrozeni. U bak-
terii se u usti tunelu vaze pomocny protein, trigger faktor,
ktery zajistuje, aby rodici se protein zaujal spravny 3D
tvar. Teoreticky moznych tvari totiz existuje astronomické
mnozstvi'®.

5. Proménliva rychlost translace a transla¢ni
uvéznéni

Translace neprobiha konstantni rychlosti. Mezi nejdu-
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1) dostupnost aa-tRNA v blizkosti ribozomu, 2) vyuziti
tzv. synonymnich kodonl, 3) 3D struktura mRNA
a 4) primarni struktura rodiciho se proteinu a jeho inter-
akce s ribozomalnim tunelem'.

Extrémnim pfipadem zpomaleni translace je tzv.
transla¢ni uvéznéni (angl. translational arrest nebo riboso-
mal stalling)*®. Ribozom se dostane do stavu, kdy k rodici-
mu se proteinu nelze piipojit dalsi aminokyselinu, ale za-
roveni nelze translaci pferusit a ribozom recyklovat.

Urcité sekvence rodiciho se proteinu zptisobuji kon-
formaéni zmény v katalytickém misté velké podjednotky
ribozomu a inhibuji tak vznik peptidové vazby. Ptikladem
jsou polyprolinové sekvence. U nich mlze byt translacni
uvéznéni uvolnéno vazbou specidlniho proteinu, u bakterii
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elonga&niho faktoru P (cit.?'), ktery katalytické misto sta-
bilizuje a umoznuje vazbu dal§i aminokyseliny do rodiciho
se proteinu.

Je znamo nékolik specifickych sekvenci, které inhibu-
ji vznik peptidové vazby uvnitf ribozomu a v buiice vedou
k vyznamnym fyziologickym zméndm. Napt. translacni
uvéznéni zpisobené C-koncem peptidu SecM (cit.”>*)
zvySuje produkci proteinu SecA dilezitého pro export
proteint pies bunécnou membranu. U bakterii rodu Vibrio
plni obdobnou funkci peptid VemP (cit.**). Translaéni
uvéznéni zpisobené peptidy SecM i VemP lze uvolnit
pusobenim mechanické sily na N-konec rodiciho se pro-
teinu' ',

S transla¢nim uvéznénim Uzce souvisi téma antibio-
tik. Makrolidova antibiotika jako napf. erythromycin se
vazou do ribozomalniho tunelu pobliz zizeni u ribozomal-
nich proteinti uL4 a ulL22 (obr. 2, uprostfed)25 . Pivodné
panovalo pfesvédceni, ze tunel se vazbou makrolidu zne-
prichodni bud’ pfimo, nebo konformacni zménou ul22
(cit.2*?"). Atomistické experimentalni modely bakterial-
nich ribozoml a molekularni simulace vSak prokazaly, ze
tunel pii vazbé makrolidi zdstava prichozi. Allostericky
se ovSem méni konformace katalytického mista, a tedy
jeho schopnost katalyzovat vznik peptidovych vazeb?*.

6. Zavér

Proteiny vznikaji na ribozomech béhem slozité kaska-
dy prisné regulovanych d&ji. Nez rodici se protein opusti
ribozom, Ucastni se fady dé&ju, které definuji jeho budouci
podstatu a zaroven reguluji samotnou syntézu, ptiCemz
nekteré z téchto déju jsou popsany v tomto referatu. Klico-
vou roli pfi kotranslacnich d&jich hraje ribozomalni tunel.
Ten vystupuje nejen jako prostor, kterym rodici se protein
opousti ribozom, ale také jako aktivni prostfedi, v némz
dochazi ke specifickym interakcim s mnoha fyziologicky-
mi projevy.

Radé detaild translace sice stale nerozumime, ale
rozvoj molekularné biologickych protokolii, metod struk-
turni biologie a vypocetni biofyziky posouva porozuméni
rychle kupfedu. Dokonalé pochopeni kotransla¢nich dé&ja
proto brzy povede k rozvoji medicindln¢ vyznamnych
sméri vyzkumu a aplikaci, at’ uz v boji proti antibiotické
rezistenci, nebo pii 16¢bé neurodegenerativnich onemocné-
ni zpasobenych chybnym sbalovanim proteint.

Tento text castecné pokryva prednasku prednesenou
na 35. letni Skole pro stredoskolské ucitele a studenty
stiednich §kol poradanou VSCHT Praha. Vznik textu byl
podporen projektem ¢. 19-06479Y Grantové agentury Ces-
ké republiky.
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M. H. Kolar (Department of Physical Chemistry,
University of Chemistry and Technology, Prague): Co-
translational Events or the First Moments in the Life of
Protein

Proteins are biopolymers composed of amino acids.
Proteins play a role almost in all processes in living organ-
isms. In cells, proteins are synthesized on ribosomes in
a process called translation, where amino acids are con-
nected one at a time by a chemical bond according to a pre-
defined scenario stored as the genetic information. Relative
to their lifetime, proteins spend non-negligible time at-
tached to the ribosome. This review focuses on phenomena
that involve a nascent protein before it is released from the
ribosome, i.e., in the first moments of their own synthesis,
co-translationally. The text partly covers a lecture given by
the author at the Summer School for High School Teachers
and Students organized by UCT Prague in August 2021.

Keywords: ribosome, ribosome tunnel, protein folding,
antibiotics, translational arrest, ribosome stalling, co-
translational events





