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Biologickeé jevy zavislé na
nekovalentnich interakcich

1) biopolymery (bilkoviny, nukleové kyseliny) — zakladni strukturni i
funkéni aparat biologickych systému — linearni polymery tvorené
stavebnimi jednotkami (AMK, nukleotidy) svinuty do trojrozmeérného tvaru
— tzv. nativni struktura - o svinuti linedarniho retézce do spravné podoby
rozhoduji slabé meziatomové interakce nekovalentni
povahy(intramolekularni, intermolekularni)

2) prenos informace:

a) prenos genetické informace ve sméru DNA->RNA->protein, kdy
rozhoduijici roli hraje parovani komplementarnich bazi
prostrednictvim vodikovych vazeb

b) prenos informace mezi burnkami pomoci hormonu a
neurotransmiterd, které se komplexem nekovalentnich interakci vazi
na receptorové struktury

c) chemicka komunikace mezi organismy

d) imunita 2



Biologicke jévy\zawsle na
nekovalentnich m‘terakmch

3) enzymova katalyza — vazba substratu do aktivn
spravné umisténi ve vztahu ke katalytickym skupinam a sled konformacnich
zmen v molekule enzymu podminény souborem nekovalentnich interakci
mezi enzymem a substratem

Substrate inhibitor..

Uncampetitive

€ Substrte D)

4) na nekovalentnich interakcich zaloZeny i vSechny biologické déje, jejichz
podstatou je vznik nadmolekularnich atvart (kvarterni struktura

bilkovin,multienzymove jednotky, nukleosomové komplexy histonu s DNA,
ribosomy, lipoproteinové ¢astice, biomembrany) ¥ .




v'Vznik a rozstépeni kovalentnich vazeb (vysoka vazebna energie ¢i vysoké aktivacni
energie rozpadu) — IREVERSIBILNI dé&je

v'Pro biologické déje je nutné, aby intramolekularni ¢i intermoleluldrni interakce zdstaly
REVERSIBILNI

PROC?

¢ vnitfni dynamika molekul biopolymert

. v 4 7 . 4 ’ 7 7 Ve v .
s*oddélovani a spojovani vazebnych mist pfi prenosu informace
ssoddéleni molekuly z vazebného mista enzymu

**u nadmolekulovych Utvar( korelace mezi pevnosti vazeb a biologickou funkci



Typy nekovalehtnigh interakci v
zivych systémech

Typ interakce Piiklad V.
Vodikové vazby: voda (led) -O-H...0= 17
Peptidové vazby =N H...0=C 15
Mezi neutralni a nabitou skupinou -COO ...HO -CH, 15
Elektrostatické interakce** ion-ion -COO'...*H3N- 20-30
1 15 |
Interakce dvou permanentnich dip6l CH=0%,,. . C* =0 2
| |
Londonovy disperzni inetrakce Mezi dvéma alifatickymi atomy C 0,11
Patrové interakce Mezi dvéma aromatickymi kruhy Phe 6
Mezi dvéma methylovymi skupinami 1,2
Hydrofobni interakce —k— B RN I SN PR
Mezi dvéma postrannimi fetézci valinu 6

*Pro srovnani, stfedni hodnota energie vazby C-H v molekule methanu je 416 kJ-mol-
** Pro prostiedi s hodnotou relativni permitivity 4, piblizné odpovidajici nepolarnimu prostiedi
uvniti bilkovinné globule 5



Rozdeleni a charakterizace
~nekovalentnich interakci

\¢ [Elektrostatické (coulombické) interakce

* Vodikové vazby “




Interakce, které se ridi Coulombovym zakonem

F — 1 l ql?Z
Arg,e T

g, permitivita vakua (8,854.1012 C2.N-1.m)

€: relativni permitivita prostredi

Dvé podskupiny: jak ovliviuji stabilitu terciarni struktury bilkovin

e Klasické (nespecifické) elektrostatické interakce
e Specifické elektrostatické interakce



Klasické (nespecifické)
elektrostaticke interakce

* Bilkovina - polyelektrolyt nesouci ve svém retézci nabité funkcni skupiny,
jejichz naboj zavisi na pH; vliv naboje se projevi v extrémnich hodnotach
pH — v molekule prevazuji kladné naboje (kysela oblast) nebo zaporné
(zasadita) oblast — elektrostatické odpuzovani; tento efekt mizi pouze v
okoli isoelektrického pH

e s klesajicim nebo rostoucim pH destabilizujici vliv na nativni bilkovinu (ve
sbalené strukture se zvySuje hustota naboje jednoho znaménka) -
dochazi k rozbaleni nativni struktury v silné kyselé nebo zasadité oblasti —
souhlasné nabité skupiny se od sebe vzdali



Specifické elektrostaticke
interakce

* |ontoveé pary (solné mustky)

e opacné nabité skupiny v sousedstvi - elektrostatické
interakce - vysledna elektrostaticka sila ma stabilizujici
vliv na nativni strukturu bilkoviny

* solny mustek ma jesté dalsSi vyznam — elektrochemie —
vodivé spojeni dvou poloc¢lankl pomoci nasyceného
roztoku elektrolytu
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klasicky model: slabé kysely donor D-H interaguje prostrednictvim atomu
vodiku s volnym elektronovym parem akceptoru A - usporadani D-H...A;
obvykle linearni, ale existuje i pojem ohnuta vodikova vazba — neni rigidni
struktura

nejdulezitéjsi biogenni atomy schopné podilet se na vodikové vazbé: O, N a
S

vodikové vazby ovlivauji strukturu vody

Vyznam vodikovych vazeb pro strukturu a stabilitu bilkovin:

1) intramolekularni vodikové vazby: zpevnujici detaily sekundarnich
struktur, helix( nebo skladanych listl

2) intermolekularni vodikové vazby s okolnimi molekulami vody
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Intermolekularni vodikové vazby

 molekula vody ma zde vyjimecnou schopnost poskytnout dva atomy
vodiku a dva volné elektronové pary atomu kysliku — donory (resp.
akceptory) pro vodikové vazby

e tvorba vodikovych vazeb s nativni molekulou bilkoviny i jeji
rozbalenou formou (stabilizace proti sbaleni)
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Vodikové vazby

nejsou dominantnimi pro stabilizaci molekuly bilkoviny; naopak
vyznamnéjsi pro denaturovanou (rozbalenou) formu

po vytvoreni trojrozmeérné nativni struktury (pro vodu nepropustné) —
stabilizujici vliv vodikové vazby

vliv rozpoustédla na vodikové vazby v molekule bilkoviny: zalezi na
interakci pridané slouceniny s bilkovinou: napr. kyselina mravenci:
vaze se na peptidovou vazbu, rozbaleni retézce

malé alifatické alkoholy — podporuiji tvorbu helixu
alkoholova denaturace - destabilizace molekuly jako celku;
stabilizace pouze jejich helix{

vodikové vazby nejsou dominantni pfi vzniku nativni struktury, ale
jakmile se tato struktura vytvori, prispivaji k jeji stabilité

bilkoviny x NK — u NK vodikové vazby soucasti rozpoznavaciho
mechanismu mezi bazemi
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Van der Waalsovy interakce

a) Interakce permanentni dipdl — permanentni dipdl

(interakce van der Waalsovy-Debyeovy)
dipolarni charakter molekul; v permanentnim dipdlu prevazuje v jedné
casti molekuly (funkéni skupiny) dilci kladny naboj q,, na opacné casti
kompenzovan stejné velkym diléim zapornym nabojem g.
dipélovy moment: pu = qg:| (1D — Debye); 1D = 3,3:103° C:m™?
Pr. dipdlovy moment vody u = 1,84 D, plynny chlorovodik 1,03 D
orientace dvou dip6li navzajem opacnymi konci k sobé — interakce
energie interakce E, 4 dana vztahem:

_ Zylzyzz Ky, M,: elektrické dipolové momenty; €,: permitivita
d-d 3( 47[80 )2 KTr® vakua; r: vzdalenost; k: Boltzmannova konstanta

Cetny vyskyt téchto interakci v biomolekulach
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Van der Waalsovy interakce

b) Interakce permanentni dipdl — indukovany dipdl
(interakce van der Waalsovy — Keesomovy)

podstatné slabsi interakce, nez interakce permanentni dipdl —
permanentni dipdl

Molekula, ktera je dipdlem, indukuje dipdl v jiné molekule
Energie interakce E ., je poté dana vztahem:

2 2
RES &rth 0251/;2 Wy, K,: elektrické dipolové momenty; €,: permitivita
(47[80 ) I vakua; r: vzdalenost; a: polarizovatelnost molekuly

Pr. karbonylova skupina indukujici dipdl v methylové skupiné. V ni je
indukovana prevaha kladného naboje na vodicich, zaporného na atomu
uhliku

e A
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Van der Waalsovy interakce
c) Londonovy disperzni interakce OO Ob)o

(interakce van der Waalsovy — Londonovy)

Nastava i tehdy pokud Zadna z molekul neni permanentnim dipdlem

Disperzni energie Ey;, je dana pribliznym vztahem:

|- 31,1, a4 |, l,rionizagni energie molekuly; €,: permitivita vakua;
disp. ~ , .
® 24rg, (1, +1,) r®  r:vzdélenost; a: polarizovatelnost molekuly

Velmi slabé, zcela nespecifické interakce — pfi tésném priblizeni, k némuz dochazi
v jadrech bilkovinnych struktur, mlze kazdy atom interagovat se svymi nejblizSimi
,nhekovalentnimi“ sousedy — obrovska cetnost interakci, nezanedbatelny vliv na
stabilitu struktury bilkovin

Znacny podil v interakcich bilkoviny se stericky komplementarnimi ligandy
Pr.: interakce v molekule bilkoviny — dvé methylové skupiny

-CH,...H;C- v daném postaveni. Jedna z nich zde mUze mit doc¢asné prevazujici
zaporny naboj na uhliku, druha na vodicich
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Van der Waalsovy interakce

 d) m—minterakce (patrové interakce)

* Vzajemna interakce nt — elektronovych systémd, které jsou
lokalisovany nad i pod aromatickymi kruhy

\\W e Stabilizace dihelix( DNA i nékterych Usekd RNA
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Hydrofobni interakce

_ nepolami<” e
&ast molekuly molekuly vody

Klicovy vyznam pro stabilitu bilkovinné molekuly
Dnes stale predmétem vyzkumu
Podstata — jednim z partnerl v téchto interakcich je voda

Aminokyseliny (AMK) s hydrofobnim postrannim retézcem :
fenylalanin, leucin...

AMK s hydrofilnim postrannim retézcem: kyselina glutamova,
asparagova, lysin...

Pokusy s jednoduchymi slouceninami — tendence hydrofobnich
sloucenin vytvaret ve vodé agregaty (snizeni kontaktu s
,hepratelskym” rozpoustédlem, vytvoreni termodynamicky stabilnich
struktur)

Bilkoviny : hydrofobni AMK soustfedény uprostred klubka (globule) —
vytvari zde tzv. hydrofobni jadro (,hydrofobic core®)

17



Co jsou hydrofobni interakce a jak
jsou rizeny?

e Tri zakladni pfistupy:

* 1) hydrofobita — prenos nepolarni slouceniny do vodného roztoku;
hydrofobni je ta ¢astice, ktera dava prednost nepolarnimu prostredi
pred vodnym

e 2) hydrofobita — prenos nepolarni slouc¢eniny do vodného prostredi
pouze tehdy, pokud se pritom pozoruje charakteristicka teplotni
zavislost termodynamickych velicin

* 3) hydrofobita vztahovana k urcitym typim modeld, jejichZ obecnym
rysem je vyssi usporadanost molekul vody v okoli molekul rozpusténé
latky

18



Teplotni zavislost hydrofobnich

interakci — jak se lisi od normalnich

roztoku?

*\/'ychazime z formulace ad 2)

*Pfedstava idealniho roztoku — kapalné slozky A a B, pri miseni A do B
nedochazi k vyrazné zméné struktury kapaliny B a energie interakce
dvojic molekul A-A, A-B a B-B jsou stejné

*\VétSina systémuU odlisSnd od idealniho chovani: extrémni pripad dvé
nemisitelné kapaliny A a B - Gibbsova energie prenosu B do A (AG > 0) ma
velky kladny enthalpicky ¢len (AH) vyssi nez entropicky (T AS)(je kladny
vidy) — viz. obrazek A - mala zmena tepelné kapacity ¢, - zmena
enthalpie a entropického clenu nezavisi na teploté; ani zména Gibbsovy
energie na teploté nezavisi.

19



Schematické znazorneni

» charakteristickym rysem je velka hodnota Ac,, pfenosu nepolarni slouceniny do vody

miseni dvou ,,jednoduchych® malo miseni oleje s vodou
misitelnych kapalin (panel A) (panel B)
40 40 .
AH g
30 30 -
AG 5
=20 = 20 3
E TAS E g
"_‘3 10 — 10 §
=3 2 :
o 0 o O i
aé '10 1 g _10 :
© 20 - 5 20 :
A 3
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teplota [K] teplota [K]

matické zobrazeni teplotni zavislosti energetickych veli¢in pro miseni dvou jednoduchych malo misitelnych kapalin
el A) a pro miseni oleje (nepolarni sloucenina) s vodou (panel B)

| A: mald zména tepelné kapacity (Ac,)-> zména enthalpie a entropického clenu nezavisi
ploté; ani zména Gibbsovy energie na teploté nezavisi.

| B: velkd a kladna zména tepelné kapacity —zavislost zmén enthalpie a entropie na
té, hodnota AG se s teplotou méni nelinearné-prochdzi maximem a na obé strany
- pri 140 °C (minimalni rozpustnost nepolarni latky ve vodé) — nejpozitivnéjsi AG >
tSi hydrofobita



Hydrofobni interakce

* | polarni skupiny (peptidova vazba) se mohou podilet na vzniku
hydrofobni vazby

konformace A konformace B

ly —L — Ala (viz. schéma)-homopolymer tvoren opakujici se sekvenci [(-NH —
(CH;)-CO-], kde skupiny >C=0 a >NH jsou partnery pro vznik vodikovych mustku
eusporadana konformace A). Muze také vzniknout o — helikdlni struktura
nformace B), kde >C=0 a >NH jsou vysyceny tvorbou intramolekularnich

dikovych mustkU
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_ Obecné znaky prostoroveho usporadani
biopolymer

Linearni retézce biopolymert s vyjimkou mRNA, ¢astecné zasobnich
polysacharidll usporadany do unikatniho prostorového tvaru, ktery
podminuje jejich biologickou funkci

Dva fenomény:
1) biopolymery vybudovany z chiralnich stavebnich jednotek

2) prostorové usporadani molekul neni ureno pouze geometrickym
usporadanim center, z nichz vychazeji jednotlivé kovalentni vazby .
Jednoduché vazby se mohou volné otacet a molekula zaujima rzné
konformace
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Zakonitosti prostorového usporadani
biopolymeru

" a) prostorové usporadani biopolymeru zakédovano v jeho kovalentni

~ strukture — retézec polymeru svinut tak, aby jeho konformacni Gibbsova

. energie byla co nejmensi

b) hierarchické prostorové usporadani biopolymernich retézcl — sekundarni,
supersekundarni, doménova, terciarni, kvarterni a nadmolekularni struktura
c) prostorové usporadani biopolymert zavisi na interakcich s okolim:

1) hydrofobni interakce (podstatna role pro energetiku svinovani polymer)
zavislé na strukture a entropickych vlastnostech rozpoustédl|a

2) hydratace povrchovych struktur biologickych makromolekul ve vodnych
prostfedich - komplexy hydrofilni skupina — voda (posunovany smérem k
asociaci diky vysoké koncentraci vody)

23



Zakonitosti prostorového usporadani
biopolymeru

d) kooperativita struktury biopolymera — makromolekuly tvori kompaktni
vysoce stésnané castice, které jsou svymi povrchovymi strukturami
oddélené od okoli.

Primérnad kooperativita — pravdépodobnost s jakou zméni (n+1)ty zbytek (amk,
nukleotid) svou konformaci jako dlisledek zmény konformace zbytku n-tého

Zcela nekooperativni systémy — nulovd pravdépodobnost (nahodna zména
konformaci); naopak idedlni krystal je struktura, kterd ma pfi tani kooperativitu
rovnu 1 (roztaje cely krystal)

Molekuly biopolymerd (DNA a rozpustné bilkoviny) se blizi chovani idealniho
krystalu

Vyznamnou charakteristikou kooperativity je nahla zména prostorového usporadani
(denaturace biopolymert)

e) biopolymery jako konformacné — dynamické struktury (molekulova
dynamika): funkce makromolekul spojena se zménami jejich prostorového
usporadani — posuny podjednotek na Udrovni kvarterni struktury
(hemoglobin, allosterické enzymy); zmény terciarni struktury (jednoduché
enzymy , receptory); silné konformacni zmény spojené s transkripci nebo
replikaci DNA 24



Stabilita, svinovani a denaturace biopolymeru

e ztrata nativni konformace biopolymeru pod vlivem denaturacniho tlaku
(zvysSeni teploty; iontoveé sily; zména pH; pritomnost denaturacnich cCinidel
— mocovina, guanidinhydrochlorid) a prechod do jiné konformace

' » denaturace: kazda podstatnd zména  prostoroveho  usporadani
biopolymeru, ktera vede ke ztraté jeho biologické aktivity

* 1) Podstatnd zména prostorového uspordddni: vlivem denaturacniho tlaku
meéni biopolymery svou konformaci; idealni fyzikalné — chemicka
denaturace (plné denaturovany stav) — tzv. neuspordadané (statistickeé)
klubko (random coil); vylouceni vSech nekovalentnich stabilizujicich
interakci a stejné jsou pravdépodobné vsechny konformace neodporuijici
van der Waalsovym prostorovym pozadavkim pro jednotlivé atomy Ci
skupiny; existence denaturovanych stavi, kde biopolymer nema jiz nativni
strukturu (nemdze plnit svou biologickou funkci), ale jeho struktura je do
urcité miry stabilizovana—> neuplné denaturované stavy

e 2) Nevratné zmeény kovalentni struktury vyvolané UV zarenim, fotooxidaci,
chemickou modifikaci — nejsou zahrnuty do kategorie fyzikalné-chemické
denaturace, ale jsou pricinou ztraty biologickych funkci
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Stabilita, svinovani a denaturace biopolymeru

» 3)Ztrdta biologické aktivity: konformacni zmény spojené s rozpletenim
DNA pfi replikaci nebo transkripci; vazba nekompetitivniho inhibitoru na
enzym (nelze mluvit o denaturaci)

.+ prechod mezi nativnim a denaturovanym stavem biopolymeru lze v
| dusledku kooperativity popsat rovnovahou: N €<= D, charakterisovanou
rovnovaznou konstantou Ky dle vztahu: < D]

> [N]
» denaturacni dvoustavovy prechod vysledkem souhry protichtidnych
stabilizujicich a destabilizujicich stav(

» stabilizujici: vSechny typy nekovalentnich interakci, van der Waalsovy a
vodikové vazby

» destabilizujici: rist entropie v disledku poklesu neuspordadanosti molekuly
bilkoviny jako celku; se vznikem nahodné svinutého retézce roste pocet
moznych konformaci; hydratacni obal v okoli nepolarnich skupin

* denaturacni prechod biopolymer( N ¢ D dobre experimentalné pristupny
(cirkularni dichroismus, fluorescence, absorpc¢ni spektrofotometrie,
viskozimetrie) 26




Svinovani bilkoviny

C. Levinthal — pokus o prokazani, ze svinovani neni nahodny proces; predpoklad, ze
v proteinu s n AMK ma kazdy z 2n torznich UhlG 3 mozné stabilni konformace —
protein (peptidovy retézec) ma 10" moznych konformert

Ve skutecnosti: mnohem vice konformer(l, nebot Levithalova uUvaha pomiji
postranni retézce

Pr.. Kdyby bilkovina o 100 AMK zkousela pri svém vzniku vsechny moZné
konformace rychlosti 10*3 konformaci/sec, pak by vSechny dostupné mozZnosti byly
otestovany za 10% sec. Stari vesmiru je vsak pouze cca 6.10” sec. > Levinthalliv
paradox - konformace vznika cilené ve vice krocich

Na pocatku vznik kratkych periodickych segmentd (a-helixy, B-struktury) (8-15
AMK, v rychlém sledu vznikaji a zase zanikaji); zlstavaji pouze ty useky se
strukturou podobnou nativni, a kolem nich se peptidovy retézec formuje do
konecné podoby

Bilkoviny s doménovou strukturou prochazeji po spojeni vice domén, podobou
,roztavené globule” (,molten globule®) (hydrofobni postranni retézce jsou v
kontaktu s rozpoustédlem)

Nasleduji malé konformacni zmény - nativni struktura

27



Kalorimetrie bilkovin

Energeticka bilance nekovalentnich interakci

Kalorimetrie — jedina experimentalni technika umoznujici ziskat prfimo
termodynamicka data

Teplotni (tepelnd) denaturace bilkovin — nejbéznéjsi biofyzikalné —
chemické méreni (jasna souvislost mezi enthalpii a teplotou)
Informaci o energetické podstaté struktury bilkoviny lze ziskat pouhou

zmenou teploty dle vztahu: C. = ( oH j Definice tepelné kapacity pri
P o konstantnim tlaku

Diferencialni skenovaci mikrokalorimetrie (differential scanning
microcalorimeters, DSM) — eliminace vlivu tepelné kapacity rozpoustédla

Zaznam DSM (zavislost specifické tepelné kapacity pfi
konstantnim tlaku) lysozymu z vajecného bilku pfi pH 4,5

28



Diferencialni mikrokalorimetr

Dvé identické cely (Au kapilary) — pri méreni se jedna cela
naplni roztokem bilkoviny, druha stejnym objemem pouzitého
rozpoustédla; kontinualni zahrivani na stejnou teplotu

Mikrokalorimetry poskytuji udaje o rozdilu tepelnych kapacit
obou cel vzhledem ke standardu (pouzité rozpoustéd|o)
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Provedeni experimentu DSM

1) dokonale stejny objem roztok(; chyba v ndplni kalorimetrickych cel nesmi
presahnout 10 ml; nepritomnost bublinek plynu (méreni pfi pretlaku dusiku)

2) zfedéné roztoky bilkovin (eliminace interakci mezi molekulami bilkovin)

3) volba pufru: vhodné jsou takové pufry, jejichz disociacni tepla jsou co nejmensi,
aby prilis neovliviovala namérené hodnoty AH

4) bilkovina musi byt v daném rozpoustédle rozpustna v celém zkoumaném
teplotnim rozsahu; prechody bilkoviny mezi rdznymi konformacénimi stavy vyvolané
rostouci teplotou by meély byt reversibilni — nejlépe malé bilkoviny s molekulovou
hmotnosti do 40 kDa s jednou doménou

5) v téchto kalorimetrech nelze dosahnout dokonalou tepelnou rovnovahu; roztok
neni mozné michat — problém — roztok bilkoviny ma vyssi viskozitu nez voda a
mechanickym michanim by vznikalo nekontrolovatelné mnozstvi Jouleova tepla,
které by mohlo presahnout naméreny tepelny efekt

6) kontinudlni méreni tepelné kapacity

7) vyhodou kapilarni cely: teplotu Ize po dosazeni zvolené hodnoty opét definované
snizovat — je mozné zabyvat se reversibilitou denaturacniho prechodu

Metoda prinasi dobré vysledky i pri studiu tepelné stability nukleovych kyselin (ostry

denaturacni prechod) 30



Interakce bilkovin s ligandy

Molekula bilkoviny na sebe vétsinou docasné a vice Ci méneé specificky
vaze ligandy (enzym substraty a efektory; receptor agonisty; transportni
bilkoviny prenasené latky)

Nevytvari se kovalentni vazba bilkovina — ligand (vratna vazba)

Ligand — molekula nebo ion, pro kterou je na molekule bilkoviny vhodné
vazebné centrum; nejjednodussi ligandy —ionty H* a OH" (velmi
specificka interakce s bilkovinou—>jednoznacné definované
disociovatelné funkcni skupiny); vysoce specificka interakce enzym —
substrat

typické ligandy — malé anorganické ionty, které mohou elektrostaticky
interagovat s jakoukoli opacné nabitou skupinou v molekule bilkoviny
nebo s polarnim uskupenim = pridame — li k roztoku bilkoviny

elektrolyt, Ize predpokladat, ze jeho ionty se budou vazat na bilkovinu
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Interakce bilkovin s ligandy

* Prof. G. Scatchard — shrnuti problematiky tykajici se interakci biopolymer —
ligand do Ctyr otazek:
1) Kolik?
2) Jak pevné? (hodnota vazebné konstanty)
3) Kde?

4) Proc?
\ Ad 1) a 2) lze vysvétlit fyzikalné — chemickymi metodami
~ Ad 3) bud'trividlni (vazba kysliku na hemoglobin); éasto je tfeba znat

prostorové usporadani molekuly biopolymeru-sterické i energetické
moznosti jednotlivych vazebnych center

Ad 4) nestaci pouze znalost struktury interagujicich partneru, ale je tfeba se
zamyslet nad funkénimi vztahy v celém organismu
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Interakce bilkovin s ligandy

* Bilkovina (P) s jednim vazebnym mistem pro ligand (L), ustaveni
rovhovahy P + L <5 PL

* Asociacni konstanta K,, pfevracena hodnota K,

_[PL] 1
= =
[L]P] K,
* Bilkovina s n vazebnymi centry pro ligand
P +L<>PL
PL, +L ¢ PL,

PL ,+L¢>PL
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Interakce bilkovin s ligandy

* Pokud se vazebna mista neovlivnuiji: Ize stanovit rozsah vazby r
L | moly vazaného L
celkem molu P

e astupen asociace 68 (vyjadruje frakci vazebnych mist obsazenych ligandem)

_ molyvazanéhoL  C, —~[L]
vazebna mista vsystétmu  nC

. N

\

C,_ a C,: vychozi koncentrace ligandu a bilkoviny; [L]: koncentrace volného ligandu v
rovnovazném systému

«  Pro asociaéni konstantu K, plati: frakce obsazenychmist _ g _ L]
frakce volnych mist 1-8 °
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Interakce bilkovin s ligandy

"
kombinaci pfedchozich vztahu ziskame: Nk [L]
—ET T
n
a z toho rovnice vazebné izotermy: I nKA[L]
1+ K,[L]
ScatchardGv vynos r/[L] proti r T _hK Kot
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Scatcharduv vynos

V pripadé neovliviujicich se vazebnych center ziskdme primku (panel
B, kfivka 1), jejiz smérnice je rovna zaporné hodnoté spolecné
asociacni konstanty K,, Usek na ose r/[L] soucinu K, a poCtu vazebnych
center n a usek na ose r primo hodnoté n

Lze se setkat i s tim, Ze uvedena Scatchardova zavislost neni linearni —
obtiznéjsi vyhodnoceni, mlize mit dva ruzné jevy:

1) Kfivka je prohnuta smérem nahoru (panel B, krivka 2) — molekula
bilkoviny nese vice druht vazebnych center, které se liSi vnitrni
asociacni konstantou; v kazdé skupiné se vsak daji centra povazovat
Za navzajem nezavisla

NejCastéji se setkavame se dvéma typy vazebnych center, ojedinéle se
tremi (lidsky albumin)
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rozsah vazby
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1.2

0,8
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02

Scatcharduiv vynos

A

0 0,02 004 006 0,08 0,1
koncentrace volného ligandu [mol/]

Panel A: Zavislost rozsahu vazby r na koncentraci volného
ligandu [L] pro r0zné vazebné modely. 1 — biopolymer
obsahuje 2 ekvivalentni vazebna centra, K, = 5.103; 2 -
biopolymer obsahuje dva typy vazebnych center, n;, = n, =
1, Ky, = 5.10%, Ky, = 2.10%; 3- vazebnd mista posititvné
kooperuji, n =2, k=0,07047, o, = 2

Panel B: Scatchardiv vynos (r/[L] proti r) pro tytéz
vazebné zavislosti; pro krivku 3 plati prava osa
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Interakce bilkovin s ligandy

2) Krivka je prohnutda smérem dolii nebo prochazi maximem (panel B,
kfivka 3) - vazebnd centra nejsou nezavisla, tedy jestlize
navdzani/uvolnéni jednoho ligandu méni afinitu bilkoviny vzhledem k
nasledujici molekule L. Jeden typ vazebnych center, jimz nemulzeme
priradit jedinou asociacni konstantu; vychazime ze zakladniho stavu
charakterizovaného konstantou kO pro situaci, kdy r = 0. Zména hodnoty r
méni hodnotu k.

Lze vyjadrit vztahem:
k I k e—go( r)  &(r) vyjadruje vliv interakce mezi
|0 vazebnymi misty; pfir=0, d(r) = 0

U téchto kooperativnich systému (vyskytuji se v biologickych systémech velmi
¢asto) se voli semiempirické vztahy:

nk*[L]"
Fi=
1k L]

a,: Hillova konstanta

plati,Ze 1 <o, <n

a,, =n —> dokonale kooperativni
systém
a, =1 -> absence kooperativity 38




Interakce bilkovin s ligandy

e chovani bilkoviny zavisi na pH, coz je vyznamné pri studiu interakce
nabitych ligandu, a zkoumané déje zavisi na teploté

* nékolik zakladnich moznosti pro studium interakeci:

a) rada bilkovin méni své fyzikalni vlastnosti pfi vazbé na nosi¢; muze
dojit ke zméné absorpcnich vlastnosti v UV/Vis oblasti spektra, zméné
fluorescence Ci chiroptickych vlastnosti. Pokud zname hodnoty této
veli¢iny pro ligand v roztoku a ligand navazany i celkovou koncentraci
ligandu, lze snadno zjistit koncentraci volného ligandu [L] a rozsah
vazby r

b) studium interakci dvou makromolekularnich latek v roztoku -
metody citlivé reagujici na zmeénu relativni molekulové hmotnosti:
polarizace fluorescence, elektroforetické a ultracentrifugacni techniky

c) metoda izotermalni titracni kalorimetrie (ITC; analogie DSC) — do
jednoho ze dvou kompartmentl obsahujicich stejnou koncentraci
makromolekuly se postupné pridava urcité mnozstvi ligandu a méri se
mnozstvi tepla uvolnéného nebo spotrebovaného v disledku vazby
ligandu na makromolekulu. Primo experimentalné lze ziskat hodnoty
vazebnych konstant, reakCnich entalpii a poctu navazanych molekul
ligandu
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Interakce bilkovin s ligandy

d) metoda dialyzacnich rovnovah pro zjisténi zavislosti r na [L]-
vyuziti dialyzaénich komurek. Konstruované nadobky, kde dva
prostory (stejného objemu) jsou oddéleny polopropustnou
membranou, pres kterou prochazi pouze rozpoustédlo a
nizkomolekularni latky (ligand), ale makromolekuly neprochazi. Na
zaCatku pokusu se do jednoho prostoru A umisti roztok ligandu a do
druhého prostoru B roztok makromolekularniho nosice. Po ustaveni
rovnovahy jsou stejné koncentrace volného ligandu v obou castech
nadobky—> staci urcit koncentraci ligandu v prostoru bez nosice a ze
znalosti celkového mnozstvi ligandu snadno vypocteme rozsah vazby

A e———— B —
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prostor A prostor B prostor A prostor B
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