Biomolekularni stroje — vyzva pro soucasnou (a budouci) chemii a fyziku.




V bunkach funguji stovky ruznych molekularnich stroju a
motoru, které provadéji klicové funkce jako jsou svalove
stahy, pohyb chromozomu béhem bunécného déleni,
,2habijeni* nervovych bunék, replikace DNA, transkripce
DNA, syntéza bilkovin......
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Ribosom — tovarna na bilkoviny %

e Co bylo zjiSteno po roce 1995
 Co nevime a hned tak vedét nebudeme.
e Obecné principy biomolekularnich stroju.



Nukleové kyseliny (DNA a RNA) maji jako zakladni
stavebni jednotku nukleotidy.

DNA ma cukr deoxyribdzu, RNA ribozu

baze
fosfat

cukr

Bilkoviny (proteiny) jsou tvofeny aminokyselinami.
R boéni skupina

OH
H,N



Geneticka informace je kddovana v
molekule DNA (v genomu).

DNA ma 4 pismenka, A, C,GaT.

TFi po sobé jdouci pismenka
(kodon, triplet) koduji jednu
aminokyselinu nebo interpunkcni
znameénko.

43 = 64, aminokyselin je 20,
geneticky kod je degenerovany.

Geneticka informace se prepisuje z
DNA do messenger RNA
(transkripce).



TRANSKRIPCE

~.
[Komplementarni DNA feté&zce] RNA Fetézed



Prevod mezi svétem nukleovych kyselin a bilkovin zajistu;ji
molekuly — adapteéry: transferové RNA (tRNA)

Bilkovina
(aminokyseliny)

tRNA

MRNA



aminokyselina

tRNA

Antikodon
(paruje se s kodonem mRNA).



"~ aminokyselina

4%

@ b Antikodén — 3 baze




V bunice jsou pfitomny vzdy jen tRNA, kde je pfipevnéna spravna aminokyselina
odpovidajici antikodonu...
(o coz se staraji bilkoviny amino-¢ cyl syntetazy.)



Primarni geneticka informace se prepisuje do
MRNA. tRNA (adaptor) pfiradi spravhemu kodonu
MRNA spravnou aminokyselinu.

Syntézu bilkovin dle sekvence mRNA zabezpedluji
obri molekularni tovarny zvané ribosomy.



Velikost ~250 A = 25 nm = 1000 x menSi nez Sirka viasu
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Dekddovaci centrum bilkovina

- Katalytické centrum
Jeskyné pro transferoveé
RNA (tRNA)



Ribosomy jsou obfi ¢astice tvofené RNA a desitkami bilkovinami v poméru 2:1

Pfesnost ribosomu je ~10-4, rychlost nékolik desitek aminokyselin za 1 sekundu

80% hmotnosti RNA v E. coli je ribosomalni RNA, 20 000 ribosomu v burice

Ribosomy byly kdysi povazovany za bunecny odpad.....

Translace (syntéza bilkovin ribosomy) u prokaryotu

ribozomy

MRNA

Proteinoveé retézce




Cryoelektronova mikroskopie —
kolem r. 1995







Cryoelektronova mikroskopie po r. 2000




X-ray krystalografie - 2000



Atomarni krystalograficka struktura velké podjednotky.
Cervena + Seda — RNA — pres 3000 nukleotidd
Zluté — pfes 30 bilkovin

pohled zepredu pohled zezadu



Atomarni struktura malé (vievo) a
velké podjednotky.



Co se zjistilo:

* Ribosom je obfi katalyticka RNA doplnéna
béhem evoluce o desitky bilkovin.

e VVSechna hlavni funkéni centra ribosomu
drzi pevné v rukou stale RNA.

 Ribosom je vystaven na modularnim
principu (LEGO) a jeho RNA Casto uziva
universalni stavebni bloky a interakce.
Extremné propracovana stavebnice.



Antibiotika blokuji vystupni tunel



Biomolekularni stroje jsou:

 V prirode se vyskytujici ,molekularni
zarizeni” = makromolekularni komplexy,
které transformuji chemickou nebo
elektrochemickou energii na usmerneny
molekularni pohyb.



Ribosom |e stroj. Ma funkce:
dekddovaci, regulacni ,katalytickou
(chemickou) a transportni




N = V4 = 4 4 4

doprovodnych obsluznych bilkovin, tzv.
faktoru.
« Ukadzeme si dva: ,postak” a ,nakopavac”



tRNA+aminokyselina prichazi na ribosom v
komlexu s bilkovinou (elongacni faktor) +
GTP (zdroj energie)

aminokyselina
‘//////////// Bilkovina - postak

tRNA \ GTP - zdroj energie

anﬁkod6ﬁ\\\\\\\\\\\\*



Post’ak prinesl tRNA

vratny

, , Po uvolnéni postakem tRNA
Dekodovaci centrum zapadne jako pruzina dovnitr.

tRNA v komplexu s postakem



Probéhne vlastni chemicka reakce

Zaklapnuti tRNA \

Bilkovina
nakopavac
23 [3
5 Posunuti
4 ,
o0 1 kodon

tRNA + bilkovina
postak

Ribosom v o¢ekavani...



Molekulové napodobovani
,hakopavag* VS. tRNA + postak



,vratny* je sofistikovana RNA nanopaze.
2 flexibilni klouby, 2 rigidni segmenty, adjustovatelna hlavice



Dekddovaci centrum ribosomu

Mezi tRNA a mRNA se vytvari kratka dvousSrobovice mezi kodénem a
antikodonem, a ta ma tfi pary bazi.
Ribosom si pomoci nékolika bazi presné kontroluje tvar prvnich dvou z nich.



Cteci zafizeni zaklapnuté

Cteci zafizeni neaktivni




Prvni antikodon — kodoén par

Druhy antikodén — kodon par

Tfeti antikodon — kodon par



e Redukcionismus ano ¢l ne?



Ribosom je stroj stochasticky!!




e Biomolekularni stroje pusobi v rezimu
vysokeé viskozity a jsou ,atomarni®. Jsou v
neustalém tepelném pohybu a pod viivem
tepelného pohybu okoli.

Nedokazi akumulovat mechanickou

energil (zadnée paky, kladky, zavazi....) a

nemohou s

noléhat ani na presné

soucastky (ozubena kolecka....)

Energii k pohybu berou z tepelného

fluktuacniho pohybu a vyuzivaji chemické
energie (GTP) na usmeéernéni tepelneho

pohybu.



e Diky Cryoelektronove mikroskopii a
rentgenostrukturni analyze zname strukturu

rilbosomu.

Ve skutecnosti se jedna pouze o par
statickych zprumérovanych ,fotografii*.

Potfebovali bychom mit misto toho film filmu.



Zcela neviditelna oblast

neviditelna oblas

Toto vidime



L7/12 stalk = ,vratny*



Jak se to vSe slozi dohromady ???

rRNA rproteins
o G
°e |o‘=-
0,00
16S S1-S21
1542 61.1-8.3
bases kD

708
rRNAS rproteins
® == ‘e
[ gl X ] |
[ ::I. 0..
0.00.9,
. Te®
L1-L34
120 2904 29.7-5.3
bases Dbases kD




Trochu syrové reality, aneb jak se manipuluje ribosom
Proklouznuti mMRNA na ribosomu. (T4 phage gen 60)

Syntéza bilkoviny se na 50 kroku preruSi a pak pokracuje.
Regulace pres tvar mRNA a dale pres interakci bilkovina — tunel.
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Nejucinnejsi motor, navinuti DNA
dovnitr bakteriofagu.



Myosin nejsou jen svaly...



RNA polymeraza

Complementary DNA strands RN strand



DNA




Jak vlastné najde RNA
polymeraza pocatek
genu?




Funkce RNA polymerazy: jadro RNA polymerazy a o protein vytvofi holoenzym, ten se
navaze na DNA, vytvofi otevieny komplex, o otevie DNA, pak se o odpouta a RNA
polymeraza zaklapne kolem DNA. Nasledné je syntetyzovana mRNA, syntéze je vétSinou
ukon€ena tim, ze mMRNA vytvofi terminacni smyc¢ku.
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L7/L12 rRNA

Helix 42-44
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There are 4 classes of Introns (splicing mechanisms): group |, group Il, sSnRNP requiring, tRNA
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e Parovani v RNA



23S rRNA Domains
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Non Watson-Crick basepairs — examples




Nomenklatura RNA part basi, 150 — 200 principialné moznych
kombinaci.

Hoogsteen Edge
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OH OH (_\ OH OH

WC/WC AU
trans SE/SE rA/rU

cis SE/SE rA/rU



Kvantova chemie umoznuje i) priradit strukturam energii, ii)
predpoveédeét nove pary bazi, iii) spocist NMR parametry,

IV).........
cis WC/SE C/rA trans WC/SE G/rC
E.. = -19.5 kcal/mol E... = -28.4 kcal/mol
cis SE/SE rC/rG trans SE/SE rG/rG

Ei« = -26.9 kcal/mol Ei« = -21.2 kcal/mol
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RNA motivy
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Rentgenostrukturni analyza (krystalografie) v 90tych letech.
Pfed dosazenim atomarniho rozliSeni.



Kontrola OP vratny

f.

%pur

b &
Nakopavad tRNA + postak
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