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1. Uvod

1.1 Proteiny

Proteiny jsou p&etnd a struktugh rozmanitd skupina makromolekul plnici wikéch
mnozstvi funkci — stavebni (mikrofilamentanikrotubuly, intermedialni filamenta),
katalytické (enzymy), slouzi jako aktivdi pasivni kanaly umatujici prenos latek fes
membrany (poriny, protonové pumpsgodikodraslikové pumpy), mohou byt protilatkami
(imunoglobuliny), penaseéi (hormony, cytokiny) a receptory sigid{G-protein, tyrosinové
proteinkinazy), nebo molekularnimi motory (kinesuhynein, myozin) ale vyjima¢ téz
souwasti metabolickych rezerv (cyanophycin). Kompleegtavajici se zékolika proteini
pak ¢asto plni i vice funkci zaroxie nagiklad sodiko — draslikova pumpa jéepasSéem a
zarovar enzymem katalyzujicim syntézu ATP (Alberts 2005).

Funkce proteifi je dand jejich strukturou. Na zakladni drovni feultura utena sekvenci
aminokyselin spojenych kovalentni peptidickou vazbé prostoru zaujima aminokyselinovy
fetézec nejastjSi sekundéarni strukturni motivy: helix, B list (skladany list) 8 turn (obr.c.
1). Strukturaa helixu vznikd tak, Zze se kyslik v karbonylové skdpjedné aminokyseliny
vaze vodikovou vazbou na vodik v amidové sképdtvrté nasledujici aminokyseliny
v fetézci. Postrannfettzce aminokyselin jsou na &8i strar Sroubovice. Na deset zavige
tieba 36 aminokyselin, délka takovéto Sroubovice4ars (Lodish et al. 2007).

Nekteré aminokyseliny se nachazitezcich tvdicich a helix casgji nez ostatni,
v membranovych helixech jsou teucin, alanin, valinfenylalanina izoleucin. Nejmensi
zastoupeni maji naopak cystein, glutamin, kyseklsparagovéa lysin. Zidka se také
v helixech nachazi glycin (Eilers et al. 2000).

3 skladany list @ sheet) se sklada z antiparalelnich kratkijgtkzci (5-8 aminokyselin), které
jsou mezi sebou vazany vodikovymiistky mezi karbonylovymi a amidovymi skupinami.
Tyto kratké Useky mohou byt §ucasti jednoho peptidu propojené sikgmi na okrajich
skladaného listu, nebo trhou byt z naprosto rozdilnych peptidicky¢htzci. Posledni
strukturni motiv, B turn, se sklada zetyt aminokyselin tvéicich tvar pismene U,
stabilizovaného vodikovym istkem mezi krajnimi aminokyselinan@iasto se nachéazeji na
povrchu proteifi, kde zajiguji prudké ohnuti peptidickéhtettzce. Riznou kombinaci a
orientaci &chto motivi v prostoru je pak dana tercialni struktura prateileji sodasti jsou i
fettzce bez pravidelné struktury (random coil) a krdiSearni ¢asti rettzca spojujici
nagiklad helixy membranovych protdintzv. smyky (loops) (Lodish 2007).
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Obr. ¢&. 1: A: a helix, B: 3 skladany list, CB turn (grevzato z Lodish, Molecular Cell Biology)

Sekundarni, tercialni a kvartérni strukturu prateirjejich reakce s dalSimi molekulaméuji

v nekterych gipadech kovalentni disulfidickétstky, grevazre vSak nekovalentni interakce:
elektrostatické, hydrofilni/hydrofobni, Van der isevy interakce a vodikové imtky. Tyto
maji v biologii zasadni vyznam, protoZe jsou vratbéky tomu se nejen &ni struktura
makromolekul v zavislosti na ¥$ich podminkach, ale také to umiaje plnit proteiim
jejich biologické funkce (uvokni signalni molekuly od receptoru nebo vyslednétompktu
katalyzované reakce od enzymu).

Nekovalentni interakce se dajlitl podle rekolika hledisek. Jednim z nich je zavislasly
interakce na vzdalenosti vazebnych pafinétejwtsSi dosah maji interakce elektrostaticke.
Lze je popsat Coulombovym zdkonem pro silagbici mezi déma nabojig; age
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kde g je permitivita vakua a relativni permitivita prosedi. Specifickym fikladem
elektrostatickych interakci jsou vodikovéisiky, ¢asto jsou ale povazovany za samostatnou
skupinu. Pra¥ jim je prisuzovana hlavni role ve stabilizaci sekundarnikstiry biologickych
polymeiri. Musime ale phlédnout k tomu, Ze vodikové vazby nevznikaji jaezi atomy
vlastniho proteinu, ale také s okolnimi molekulamody. Béhem tvorby vySSich
organiza&nich struktur proteinu mohou vodikovéistky pisobit spiSe proti sbaleni proteinu,
poté jsou vyznamné pro udrzeni sekundarni strukRnty stabilitu bilkoviny jsou také kbvé
hydrofobni interakce Zsobené snahou polarnich molekul vody vyibwe svého okoli
nepolarni molekuly. Ve vadrozpustné proteiny proto maji hydrofilni ,,obal“teky skryva
postranniifetzce nepolarnich aminokyselin. Naopaik gbalovani membranovych protéin
v hydrofobnim prosedi vytv&i hydrofilni aminokyseliny v ndgftomnosti vody vodikoveé
mustky mezi sebou a vytyvidtak o helix s hydrofobnim povrchem.
Posledni zmiované nevazebné interakce - Van der Waalsovy biigme definovat. Obeén
se jednd o kratkodosahové interakce mezénmdv molekulami, které spolu chemicky
nereaguji. Maji elektrickou podstatu, ale nelzepgpsat Coulombovym zakonem a naboje,
které tyto reakce vyvolavaji, nejsou celistvym rsm naboje elementarnihoglDse na
Ctyfi typy:

1) Interakce permanentni dip6l — permanentni dipdl

2) Interakce permanentni dipol — indukovany dipdl

3) Londonovy disperzni interakce

4) Patroveé interakce
Prvni dva pipady jsou dany nerovnammym rozloZzenim naboje v molekulachijgadreé jeho
prerozdtlenim v blizkosti jiného naboje. id@ti vznikd diky fluktuaci hustoty naboje
v molekule. Tak se molekula na kratkgs stava dipdlem a interaguje s dalSimi takovymi
molekulami. JelikoZ tyto interakce trvaji kratcesnmaji na stabilitu proteinu vliv. Patrové
interakce jsou interakcenm elektroni, dilezitou roli hraji i stabilizaci DNA (Kodéek
2000). Protoze jsou protein — proteinové interakésadni pro fungovani vSech profein
v organizmech, je jim &novana velka pozornost. Studium protein — protejobvinterakci
membranovych protein (které v organizmech fgvazuji) je komplikovano v prvnfad
nedostupnosti jejich struktur s vysokym rozliSerdankomplikacemi nastavajicimi v cizich
expresnich systémech a&hiem sbalovani izolovanych protéinn vitro. Presto existuje
nékolik modefi, které umoznily studovat roli specifickych aminsklin v interakcich



podjednotek membranovych proteifTao 2006, Sowa a Berry 2008, Devenish 2008,
Katsuhara 2008, Barber 2009, Hirai et al 2009).

Vhodnymi systémy jsowasto redox aktivni enzymové komplexy sestavajiainpzstvi
proteinovych podjednotek vazajicich kofakt@yumoujici n¥fit rychlost reakce, kterou
katalyzuji. Je feba si vSak wdomit, Ze pitomnost kofaktak a jinych neproteinovych
molekul mize byt zarovié zdrojem komplikaci jak ip experimentalni praci, tak fip
pocitacovém modelovani. Jednim takovym enzymem je fotésystil (PSIl) jenz je
zodpowdny za kléové kroky bezesporu nejvyznaspsi biochemické reakce na Zemi —
fotosyntézy - Bhem které je sstelnd energie igvedena na energii chemickych vazeb a
zuzitkovana fi vazani vzdusného GQlo jednoduchych sachaiicbéhem Calvino¥ cyklu
(Blankenship 2002).

1.2 Fotosystém Il

PSII (obr.¢. 3) funguje jako sstlem pohaina oxidoreduktaza v tylakoidnich membranéach
chloroplast vysSich rostlin a@as a v bakteriich schopnych oxygenni fotosyntézydi8m
PSIl je vdnedSni dab umozZréno znalosti modelu struktury PSIlI termofilni sinice
Thermosynechococcus elongatissrozlisenim 2,9 A, ktery zahrnuje 17 integralnich
membranovych protein 25 lipidi a ti ve vod rozpustné proteiny, ze kterych se sklada
kyslik vyvijejici komplex (OEC, oxygen evolving k@hex), 35 molekul chlorofylu a (ChlA),
12 karotenoidl, molekuly chinonu A, B a C a anorganické ionty{C&l, Mg**, F&é*, HCO”

), vSechny usp@dané k plani specifickych funkci — absorbci&la, premené jeho energie na
energii chemickou, roz&gpeni vody a fenosu elektronu na plastochinon (Guskov et al. 2009
Tyto klicové reakce vyjma &beni vody jsou zaji8hy reaknim centrem (RC) tu@nym
proteiny D1, D2 a cytochromemda.

Prenos elektronu v RC (obsr.4) za&ina excitaci primarniho donoru P680, dvojici chighd

a, umistnych na lumenalni strarreakiniho centra PSIl. Nasledujici rageni a stabilizace
naboje vede kignosu excitovaného elektronu z P68@&gppodjarné molekuly chlorofyi a
molekulu feofytinu na primarni chinonovy akceptot vale vazany na stromalni stéab?2
proteinu. Nasledhje redukovana molekula chinonus @fechodri zachycena ve vazebném
mist D1 proteinu reakniho centra. Na Uplnou redukcig@Qsou teba dva takové cykly
vedouci k dvoji redukci g nasledované dvoji protonaci nasH) a jeho uvoldni do
tylakoidni membrany, do takzvaného plastochinonovpbolu. V RC je ihned nahrazena

jinou molekulou @. Na roz&peni dvou molekul vody a uvaini jedné molekuly kysliku
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jsou tebactyii pozitivni nadboje, které se s kazdym fotocyklerarhadi na OEC (Blankenship
2002).

Obr. &. 4: Reakni centrum PSII s vyzganymiettzcem genosu elektronu, zelérspecialni
chlorofylovy par P680, oranzéwhinon @, raizow chinon Q, Zlut feofytiny, Sipkou je
znazorrn prenos elektronu
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Dv¢ podjednotky, D1 a D2, se kazda skladaj&z pansmembranovych helixvytvarejicich
jadro RC (obk.4). Ctvrté a paté (D a E) helixy vy3e zminych proteiti spoleéné koordinuji
na lumindlni strah atom Zeleza Fé a vytv&i vazebné misto pro chinonya@ Q, na
stromalni stra# pak spolu interaguji skrze specialni par chlofof@tedy D helixa se Kizi
ve uprosted membrany. Interhelixové interakce mezi D1 a B@ujzde zprostdkovany
aminokyselinami D1-209 a 212, které tiveekverni motiv G208xxxG212 (Shlyk-Kerneat
al. 2006). Sekvefni motiv GXXXG (kde G zastupuje malé aminokyseljalgo alanin, serin,
cystein a threoningasto zjisobuje dimerizaci helixv membranovych proteinech skrzé si
vodikovych vazeb. Zarovie ale zajiSuje flexibilitu helixa vtomto mist. Zmeny
aminokyselin v této sekvenci v D1 proteinu v P&lice Synechocystisp. PCC6803 vedly ke
zmeng flexibility (a stability) a ovlivnily tak termodyamiku elektronového transportu (Shlyk-
Kerneret al 2006).

1.3 Role glycinu v mezi proteinovych interakcich

Aminokyseliny, které vSak lezi ¥sném kontaktu D1 a D2 jsou D1-Gly208 a D2-Gly207,
druhy par je tvien D1-Ala209 a D2-Ala208 na okraji vySe zgrigho sekvetniho motivu
GXXXG. O tom, jakou zde zastavaji funkci, zda takeéostedkovavaji interakci mezi helixy
nebo zvysuji flexibilitua helixi, neni doposud znamo.

Strené se datici, Zze glycin stabilizuje helikalni membranoveé tgiay a zarove diky sve
velikosti umo#uje struktie byt flexibilni. Na druhou stranu jgettzec v okoli glycinu
nevyskytuje v transmembranovyatastech protein majicich pouze jednu podjednotku
prostupujici membranou. Zg&ma glycinu za aminokyseliny, jejichZitpmnost niZze vést ke
zvySeni dimerizace tiie ale také zvysSit pevnost struktury a tim se pmotetze stat
nefuniénim. Jak a do jaké miry se vzajemovliviuji flexibilita a stabilita zaréujici
enzymatickou aktivitu a do jaké miryteme zvySovat stabilitu proteinu aniz bychom
ohrozili jeho funkci #istavaji dosud nezodpéenymi otazkami .

Flexibilita v daném mistproteinu je vySSi, pokud je zdé&tomen glycin. Tato aminokyselina
nema postrannfettzec a proto se @ie hlavnifetzec proteinu ohybat podiznymi uhly.
Pokud se vyskytuje @ helixech, niZze zde fungovat jako kloub, ktery pomaha orientovat
helixy. Také je sotasti GXXXG sekvetnich motiw, které velkou rrou zvySuji kondenzaci
helixi a také podporuji jejich dimerizaci. Glycin se rotisto vyskytuje na styku hetixa

v misg€ jejich kiizeni. Experimenty zabyvajici se vlivem glycinu flexibilitu a funkénost

proteinu byly provedeny néilad s laktozovou permeazou, kde nahrazeni cystglys154

12



v helixu V) glycinem vedlo k&snsjSimu sbaleni a sniZzeni transportu (Ermoleval 2005).
Naproti tomu nahrazeni Glyl21 v bakteriorhodopsiagde k tomu, Ze je pigment nm&én
stabilni (Hanet al 1996). Steji tak nahrada glycin v nagitovém C&" kanalu zgisobuje
nefunkinost €chto kanal (Raybaucet al 2006).

Role konzervovaného glycinu D1-G208 v proteinovexibilit¢é a regulaci rychlosti
elektronového fenosu v PSIl byla v s¢asné dob poprvé studovana pomoci mutace
v pozici D1-208 v bitkachSynechocystisp. PCC 6803. #&tu byly schopné jen ty kilgy, u
kterych prokshla zanéna za jednu zditaminokyselin (Ala, Thr a Ser) z celkem 19 poudity

U Zivotaschopnych mutaintbyla nangiena fotosynteticka aktivita, termoluminiscence a
rychlost genosu elektronu (Shlyk-Kerner 2006). Tyto experityenkazaly, Ze glycin je
skut&né klicovou aminokyselinou pro fungovani PSII, jeho komhkiéole ale odhalena
nebyla.

DalSi cestou k wgSeni tohoto problému je simulace molekularni dykampiisluSnycha

helixi a pgimé neteni sily jejich interakci pomoci silové spektrosieopa AFM.
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1.4 Uvod k pouzitym metodam

1.4.1 Molekularni dynamika

Patitacové simulace propojuji st molekul se sstem laboratornich pokus teorii

s experimenty. Simulace molekularni dynamiky jeadetl davajici do souvislosti strukturu a
vlastnosti molekul na atomové Urovni v nanosekugdowasovém rozmezi, pomaha
nahlédnout na strukturu a konformace studovanygekal na interakce mezi nimi a navic
poskytuje informace o termodynamice a kinetice kofa To, a ktomu jest fakt, Ze
modelovany systém iie mit kolik tisic atomii, umoiuje tuto metodu aplikovat nejen
v biochemii, ale také naiklad ve fyzice pevnych latek materialovych ¥dach. OvSem tato
metoda ma i své nevyhody: s rostoucinttpm simulovanych ato@nrychle nadsta ¢as
vypocta, molekularni dynamika nepopisuje chemické reakoe@gita s excitovanymi stavy
atomi. P¥i simulaci molekularni dynamiky opakowaprobiha vypoet pohybu atorin nebo
molekul v silovém poli. V silovém poli jsou vazlpopisovany jako pruziny a atomy jako

hmotné body nesouci nab&nergie silového polg(r") je vyjadena:

U )= 2k =16F + Xk, (0-6,) + Xk, (- + 3 AL+ codng-g )] +

a9, 2)
+Z£"{ J [ J T ATE, £,

kde prvnictyii ¢leny popisuji energii vazebnych interakci, kterd dtydi prispivky: energie
vlastni vazby, vazebnych, dihedralnich a torznichi.0Posledni dv&leny vyjaduji energii
vySe popsanych nevazebnych interakcicePgarametr popisujicich silové pole prudce
nariista s pibyvajicimi druhy atom, které se v modelovaném systému vyskytuji. Do (inbs
bylo vyvinuto rekolik, kazdé je vhodné pro modelovaniznych systérin. Pro simulaci
molekularni dynamiky proteinje ucen napiklad AMBER, GROMACS, CHARMM, OPLS
(Ponder a Case 2003). Simulace molekularni dynaseksklada z mnoha jednotlivytéseni
rovnice vyjadujici druhy Newtodv pohybovy zakon:

d?r
=— (3)
dt?

SiluF jsme schopni it z potencialni energig(r™) podle vztahu:

' ar,

14



Pokud zname silutgobici na atom, snadno si défiame jeho hybnogi, zrychlenia;,
rychlosty; a polohur;:

F =ma %:Fi v, :%:ﬂ (5,6,7)
dt d m
Vypocet nasledujicich rychlosti a poloh probiha podldéateva algoritmu, fipadré podle

jeho modifikace zvané ,leap frog“. Péasovy intervalAt se dopéita rychlost a poloha:

v [“%j - (t—%j+ai (t)at @

r(t+at)=r(t)+v, (t +%)At (8)

At

vi(t+At):vi(t+%j+q(t+At)2 (9)

ZjednoduSe#& se da cely proces popsat v osmi krocich:
1) prifadit atomu p&atesni rychlost

2) urit sily pasobici na atom

3) spa&itat zrychleni

4) zadatasovy intervalt

5) sp&itat znenu rychlosti za tentdasovy interval

6) urit rychlost vcaseAt

7) Uit novou polohu atomu

8) vratit se do bodu 2)

Jedencasovy Uselt (integrani krok) musi byt dostate¢ maly na to, aby se dala simulace
povaZovat za kontinualniypicky se pohybuje ve femtosekundéch. Celkovaadsimulaci
musitadow odpovidat dob trvani simulovaného procesuiZoe se pohybuje od nanosekund
po mikrosekundy.

Pro spu&ni simulace pdtbujeme zadat gateni sodadnice atomu a gatesni rychlost (viz
bod 1). Sotadnice se wwuji z experimentakh zjisttné struktury molekul, néastji ziskané
metodami rentgenové krystalografie a NMR. Taktd&ka® struktury molekul musi byted
simulaci molekularni dynamiky jeStupraveny. Napklad RTG krystalografie neni schopna

detekovat atomy vodiku, které ale owiliji celkovou energii a tim padem i dynamiku
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molekuly. Tyto atomy musi byt ke strukéu,pridany” a k tomu existuje dkolik algoritma.

Po gidani vodiki musi byt cela struktura energeticky minimalizov@hem tohoto procesu
se hleda rovnovazny stav molekuly, tzn. globalmimum potenciélu, ktery zahrnuje energii
vazeb. Rovi¥ na tento proces existuje cal@da algoritnd zaloZzenych naiéch fiznych
pristupech. Hkladem nederivujicich metod (non-derivative methhge simplex method,
mezi minimaliz&ni metody prvnihdadu s&adi steepest descent method (metoda nejvyssiho
spadu) a pkladem metody uzivajici druhé derivace je Newt@piison method a jeji
obmeny. Pa@ateni rychlosti jsou odvozeny z teploty systériu Pokud nemame blizSi
informace, plati pro rychlosti Maxwellovské r@#ehi rychlosti.

Vzhledem kéasové (vypoetni) nargnosti této metody Gzeme pracovat pouze s omezenym
mnozstvim¢astic. KdyZ je umistime do simdt@ho prostoru, népasgji tvaru krychle nebo
kvadru (simulani box, simulation cell, simulation box) o objemuy Mudou &které ¢astice
reagovat s jeho &ami. Pokud nastavime box dostatevelky, bude se shami interagovat
jen maldc¢ast molekul, na druhou stranu &gt ¢astic systému bude velmi vysoky. Proto
zavadime periodické okrajové podminky. Sindnlabox je obklopen kopiemi sebe samého
(obr. ¢. 5), takZze pokud hoékteracastice na jedné straropusti, na opmé strad boxu se
zase objeviCastice se tak mohou varpohybovat, ale jejich pet Zistava stejny. Pro
velikost boxu z toho vyplyva dalSi podminka — mugi dostateéné velky na to, aby molekula

neinteragovala se svym obrazem ve vedlejicéu

L ¢ L ¢ L ¢

L g o o
L ¢ { ¢ o ¢

[ B o o
L ¢ L ¢ L ¢

L g o L g

Obr.¢. 5: Symbolické znazogmi simul&niho boxu s periodickymi okrajovymi podminkami

Pro usnadéni vypaita se také zavadi omezeni potenci@ut off). V ugité vzdalenosti od
castice je uz sila, kterouipobi na ostatndastice v systému zanedbatelna, proto neni nutné
S ni p@itat a utime proto podminku Ze pokud> r., tak u; =0. Nastavuje se také tak, aby

Zadny z atorm nereagoval se svym obrazem.
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Prikladem softwaru pro vypty molekularni dynamiky je ndjklad Gromacs, Gromos,
Amber a Yasara. Jména softwase shoduji s typy silovych poli, protoZétsinou byly
vyvijeny spoléné (Nezbeda et al. 2003, Nezbeda 2006, Allen 2004lj&c2002).

1.4.2 Cirkularni dichroismus

Cirkularni dichroismus (CD) je jev, ktery je pozeém @i interakci opticky aktivni latky
s kruhow polarizovanym sétlem. Opticky aktivni jsou latky, jejichz molekuhemaji rovinu
ani osu symetrie a takoveé, které nemaji symetriokpdadani v prostoru. Tyto latky
absorbuji rozdilé pravo- a levotéivé kruhow polarizované sstlo. Na tomtu jevu je zaloZzena
CD spektroskopie. Tato metoda je s vyhodou vyuAwémn studiu proteiy protoZe s jedinou
vyjimkou (glycin) jsou vSechny aminokyseliny optyckktivni a zarovie uspdadani molekul
proteini v prostoru je nesymetrické. Proto se vyuziva k aolh konformace protein
zjistovani zngn jejich konformace &em vzajemnych interakci, studiu termodynamiky a
kinetiky jejich sbalovani a dalsi.

Chromoforem, ktery vifjppact proteini interaguje s kruhayv polarizovanym sstlem, je
amidova vazba. V peptidech mivaji tyto vazby zaosepresné usp@dani. Pokud jsou
elektrony podilejici se na jedné vézéxcitovany, ovlivni to i vazby okolni. Diky tomuam
kazdy strukturni motiv typickouik/ku cirkularniho dichroismu. Ta je rozdilem absmlpro
pravo- a levotdivé polarizované sitlo.

Pfi vyhodnocovani dat fiZeme bd’ pouZit ¢isté teoreticky postup, kdy je nutné sjat
elektronovou strukturu dané molekulyg¢imoZzné konformace a pro ty nejprapodobrgjsi
spa:itat rota&ni sily prechodh a ty nasled& porovnat s nagtenymi daty. Druhou moznosti je
porovnat nartirené CD spektrum se spektry modelovych latek. Tyib mdetody je mozné
kombinovat a dosahnout tak kompromisu mezi &é&m teoretickym a ne zcelagsnym
empirickym postupem. Pro interpretaci CD spektestaje rékolik algoritmi, z nichz kazdy
je vhodny pro jiny druh molekul (SELCON -self catent method, VARSLC - variable
selection, K2D, CDNN — neural networks) (Pross€89 Johnson 199Greenfield, 2004)

1.4.3 AFM a silova spektroskopie

V roce 1981 Gerd Binning a Heinrich Rohrer vyvingdi Svycarském vyzkumném pracovisti IBM
prvni skenovani tunelovaci mikroskop (STMato metoda je zaloZzena na tunelovani elektron
mezi d¥ma vodivymi tlesy (sondou a vzorkem). Tunelovy jev je schopresktroni

piekonat energetickou bariéru. ProtoZe vSak elektrampaji na fekonani takovéto bariéry
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dostatek energie, je praygbdobnost ,protunelovani se* velmi mala. Krdntoho je
pravdpodobnost tunelovani v obou &mach stejnd, takze vysledny tunelovaci proud je
nulovy. Pokud mezi sondu a vzorek vloZzime elek&iolgti, budou elektrony tunelovat jen
jednim snérem a tak mMZeme ndfit tunelovaci proud. ProtoZe velikost tunelovacfitoudu
klesa exponenciains rostouci vzdalenosti,ithbeme pomoci tunelovaciho prouddiintuto
vzdalenost. Pomoci STM byla poprvé zobrazena atéanstwktura krystaluilemiku (Binnig
1983) a dokonce doké&zano, Ze je mozné manipuledabjlivymi atomy (Binnig 1982).

Od té doby vzniklo &kolik dalSich metod zaloZzenych na STM, nazyvanymbiesné mikroskopie
skenovani sondou (SPM, scanning probe microscopyes se pouZiva celéada variant
zaloZzenych naiznych fyzikalnich principech, kterym se palzpiasobuje sonda. Obegpro
tyto metody plati, Ze rozliSeni je zavislé pouze pamametrech sondy,fiptroj je mozné
vyuZivat v fiznych prostedich (vzduch, kapalina,...) a vzorkgt$inou nenifeba zdlouhay
upravovat.

Mikroskopie atomarnich sil (AFM, atomic force misompy) byla poprvé provedena v roce
1986 (Binnig,1986). Pro zkoumani povrchu vyuzivg§ které misobi u vSech vzork
vodivych i nevodivych. Tyto sily majiiznou fyzikalni podstatu, nejti roli hraje Van der
Waalsova fitazliva sila i vétSich vzdalenostech a odpudiva sitesqbici, pokud se sonda

priblizi ke vzorku na atomovou vzdalenost. Celkovia g popsana Lennard-Jonesovym

u(r) = {[r_oj _[r_oj } (10)
r r

Lennard Jonds potencial je graficky znazo¢ny na obrazkd. 6.

potencialem:

Energie —

|
T

Vzdalenost meziasticemi —

o

Obr. &. 6: Lennard Jonés potencial, vzdalenost megsticemi jeradow v A
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Déale musime vzit v ivahu kapilarni silygobici na hrot v mistdotyku, teci sily vznikajici

bé¢hem skenovani atd.

Konstrukce AFM

Skener

Jadrem celého systému je skener, na kterém jenvIA$itM senzor s ohebnym raménkem
nesoucim ostry hrot. Skener zéijife velmi gesnou polohu hrotu nad vzorkem a také jeho
pohyb po povrchu vzorku. Z tohotaivbdu se pouZzivaly né&gstji piezoelektrické valcove
skenery schopné realizovat pohyb hrotuiesposti na desetiny nanometru a netré&ana
konstrukci. Valcovy skener je z jednoho kusu piézkteického materidlu a je nac¢m
piiloZzeno gt elektrod,¢tyti z nich tvai vnéjSi ¢ast valce, paté je uvhitFipojeni nagti na
nékterou ze ¢tyi vnéjSich elektrod zfisobi expanze nebo kontrakce piezoelektrického
materialu ve swgru XY, pii pripojeni nagti na vnitni elektrodu se piezoelektricky krystal
zkracuje nebo prodluzuje, tak je zajistpohyb v ose Z. Odkthto skener se v dnedni dab
ustupuje kwli jejich nelinearni odpoddi a hysterezi a Zénaji se vyuzivat mechanické tzv.
flexure scannery. Existuji i systémy skenujici keon (sample scanning), ve kterych je

skener sotasti podkladu nesouciho vzorek.

Rameénko s hrotem

Cip, ktery je gichycen na skeneru nese jedno nebo vice pruznyeénmek s hrotem

(obr. ¢. 6). Ri kontaktu se vzorkemusobi na hrot sila,ipnasejici se na raménko z jehoz
ohybu, néfeného nejastji pomoci odrazu laserového paprsku, jsme podlekdea zakona
(1) schopni tuto silu dit.

F =k[AX (11)
kde k je tuhost raménka Ax je ohnuti raménka. Hrot, raménko i ceélyp jsou nefastji
vyrobeny z kemiku nebo nitridu #emiku mikrolitografickymi technikami. Raménko bylm
mit vysokou rezonaimi frekvenci (na které zavisi kvalita odezvyegevSim v nekontaktnim
modu) a co nejmensi settvest. Tyto parametry lze ovlivnit snizenim hmotnoatmeénka.
Aby byly malé sily snimany s dostateu citlivosti, musi mit vSak raménko malou tuhdst.
se pohybuje¢adow 0,001 N.nT do 10 N.nT. Kratsi raménka majiétsi tuhost a tim padem i
VetSi rezonaéni frekvenci, ktera se &ni viadech kHz az stovky kHz. Obecplati, Zze pro
dotykovy rezim se pouzivaji delSi raménka nez gadbtykovy. Dale musi raménka odolavat

zkrouceni, proto je n&stjSi tvar rameének V nebo X. Vlastni limit rozliSekkM zavisi na
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ostrosti hrotu. Hrdt se pouziva ¢kolik typa, které se liSi tvarem a ostrosti. f@gi hroty

maji polongr kiivosti 1nm a dosahuji angstromového rozliseni.

A
Obr.¢. 7: A: Raménka nesouci hrotyiqvzato z www.mobot.org, B: AFM hrotjgvzato z
www.nanotech-now.com

Dioda detekujici laser

NejcastjSim zpisobem ndteni ohybu raménka je tzv. optické vahadlo. Na rd&méopada
laserovy paprsek, ktery se odrazi a dopada na diklddajici se z&tyr ¢asti. V zavislosti na
ohnuti raménka dopada paprsek pixhym Uhlem a podleizného osutleni v kazdé zétyr
casti diody je urena poloha hrotu.

K regulaci sily, kterou hrot Usobi na vzorek se pouzZiva operatorem definovana
zpétnovazebna sndka. Vstupnim signalem sréiy je informace o sile gsobici mezi
vzorkem a hrotem ziskana z fotodiody.é#@ vazba ve vysledku reguluje vertikalni pozici
hrotu. Takto se udrzuje konstantni ohnuti nosnikapfisobovanim nafii viozenym na
skener.Cim rychleji mize zgtnovazebna smika upravovat ohnuti nosniku, tim rychleji
muze AFM ziskat obraz, proto jsou detsestrojena snika a ostrost hrotu Kiové pro vykon
mikroskopu.

AFM pracuje ve dvou standardnich modech — kontaktainekontaktnim. Kontaktni mod
(CM AFM, contact mode) je jednoduSsi a takiévquni. Hrot je pimo v mechanickém
kontaktu se vzorkem. ProtozZe na hras@bi odpudivé sily, je do vzorku v podstatiacovan.

V ptipack tvrdych vzorki je mozné timto rezimem dosahnout atomarniho mzli¥ontaktni
mod ma d¢ modifikace, s konstantni vySkou raménka nad pamchkdy se ré¥i ohnuti
rameénka, a s konstantni silou, kdy je ohnuti rara&mnkrZzovano stejné aémi se vzdalenost
vzorku od povrchu. # zobrazovani rekkych (biologickych) vzork ale dochazi k jejich
deformaci vlivemitecich sil. Deformace @Ze byt sice vratna, alegsto dochazi ke zkresleni

vysledku.
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Minimalizace €chto sil je umoz#éna semikontaktnimi a bezkontaktnimgeiicimi pristupy.
Tak, jako kontaktni méd vyuziva odpudivé sily, bamlaktni moéd (NC AFM, noncontact
mode) vyuZziva sily iitaZlivé. Hrot se nachazi v tité vzdalenosti od vzorku (¥adu
nanometi) a je ohyban k jeho povrchu. Raménko se rozkmit@gheticky nebo akusticky) s
frekvenci, ktera je odto niZSi nez rezowai frekvence raménka agiiime velikost amplitudy
a fazovy posun kmitani. Jeho nevyhodou je mendiSed (za witych podminek ale fze
dosahnout stejného rozliSeni jako CM AFM) a citlivaa interakce mezi hrotem a vzorkem.
Semikontaktni mod tento probléfasténe obchazi tim, Ze sefipgpraichodu dolni amplitudou
dotkne vzorku.

Nejcastji pouzivanym podprnym povrchem je v AFM mikroskopii, tak i silové
spektroskopii slida (muskovit). Jeji vyhodou jedma odStpovani podle krystalické fizky.
Pokud ze slidy sloupneme jednu vrstvu, dostanemecpp jehoz nerovnosti odpovidaji
velikosti jednoho atomu.

AFM umoziuje mimo zobrazovani vzaoiktaké néteni jejich elastickych vlastnosti a interakci
mezi hrotem a vzorkentehoz se vyuziva v silové spektroskopii (force spaciopy) (Moller
et al1999, Reiclet al 2001, Jena P.B., 2002, Kubinek R., 2003; Adeal 2003,).

Uvod do silové spektroskopie AFM

AFM spektroskopie poskytuje informace o silespbici mezi interagujicim parem molekul,
Z nichz jedna je navazana na povrch a druha na AR Meieni sil mezi jednotlivymi
molekulami probiha ¥asovém rozmezi odpovidajicim vzniku a zaniku ikieganezi gmito
molekulami s pesnostitddow v pikonewtonech (Hinterdorfer 2002). Prvni takopgkus
provedl Merkel (Merkelet al 1999), zarowve popsal zfisob analyzy a zpracovani dat (viz
nize).

Pri spektroskopii AFM se i zavislost fisobici vertikalni sily na vzdalenosti hrotu od
vzorku. Hrot s navazanou molekulou a vzorek se opak priblizuji a oddaluji. Jeden
cyklus (obré. 8) se da popsat takto: nacatku je raménko s hrotem asi 50-500 nm nad
vzorkem, zaéne se fblizovat k povrchu a vlivem odpudivych sil (viz.ebhnard Jonés
potencial, obk. 7) se zé&ne rovnondrné ohybat smirem nahoru. Sila ohybajici raménko by
ale nendla byt @ilis vysoka, hranice je 1 nN, Zidodu nevratného poskozeni hrotu nebo
vzorku. Poté se zae hrot od vzorku oddalovat, ohnuti se zmensSuje edménko oft rovne.
Pokud doSlo k interakci, specifické i nespecifick&ne se p dalSim oddalovani raménko
nerovnondrné ohybat smirem dofi. Toto ohnuti je zfisobené silou, kterou na rameénko

v

pusobi navazané molekuly. Kdyz je tahnouci sila vyt sila vazebné interakce pojicé dv
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molekuly, dojde k odtrzeni molekul a raménko sedpeuvrati do normalni polohy (Jena P.B.,
2002, Kubinek R., 2003,). Zavislost silygobici na raménko na vzdalenosti, ve které se

rameénko naléz4, je na olsr.9.

Obr. ¢. 8: Vzajemny pohyb hrotu a podkladu
béhem jednoho cyklu silové spektroskopie,
A: priblizovani hrotu, B: dotek hrotu a
vzorku (vlivem kratkodosahovych
piitazlivych sil se hrot ke vzorku ,ohne®, C:
béhem dalSiho fiblizovani je hrot do vzorku
vtlacovan, D: i oddalovani je hrot vazan
k povrchu a raménko se ohyba, E: pokud sila
posunujici raménko ipkrati silu vazby,
dojde k odtrzeni hrotu od povrchu

Obr. ¢. 9: Zavislost sily fisobici na AFM hrot &em jedno cyklu, modra —iplizovani
hrotu, cervend — oddalovani hrotu. V bbé dojde ke kontaktu mezi hrotem a povrchem,
v boct B se hrot od povrchu odtrhne, v 0@ dojde k @eruseni vzniklé vazebné interakce
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Sily pasobici na raménko nejsowfany @gimo. Pomoci odrazu laserového paprskitime
ohnuti raménka. To souvisi se silou podle Hook@kmaa (rovnice (1)). Bk¢éi raménka jsou
proto @i meéieni sil citlivjSi a umouji mefit sily odpovidajici petrzeni jediné vodikové
vazby. Takto naktena data ovSem charakterizuji systém daleko ocor@ly.
Teoretické pedpoklady pro rekonstrukci rychlostni konstanty ktivacnich parametr
probihajici reakce v rovnovaze (bekspbici sily) polozil Bell v roce 1978. B&ll vzorec
popisuje zavislost rychlostni konstanty disociaadakul na vijSi pisobici sile:

k(F) = k, expFx* (12)
kdeko je rychlostni konstanty disociace v rovnovazenegitomnosti vigjSi pasobici sily) F
pasobici sila a¢ vzdalenost mezi zakladnim &ephodovym stavem systému podél ek
koordinaty (obr.¢. 10). (Bell 1978, Merkeekt al., 1999, Dudkoet al 2006) Pro pochopeni,
pro¢ sila zavisi na rychlostiistu sily (loading rate), jeutezité &dét Ze @i pusobeni vijsi
sily se doba Zivota nekovalentni vazby rychle zmagnd/rgjSi sila snizuje vysku energetickée
bariéry a tim i pravgpodobnost vazby a zvysSuje rychlost disociace. Za@sishangiené sily
na logaritmicky rostouci rychlostastu sily je linearni a odpovida energetické lrari&tera
se vlivem fisobici sily zmenSuje. Pokudhem n&feni pisobi konstantni wjSi sila, je pimo
zkoumana doba Zivota systému, ktery je zavisly éta sile; 1(F). Naproti tomu, pokud
méieni probiha P stalé rychlosti odtahovani (pulling speed), mugi rozcleni nangrenych
sil dale zpracovano, abychom ziskali informaci d&aivota. Teoretické zaklady pro tuto

analyzu jsou odvozeny nize.

k(F) > ko

AU (F)

0 X# 0

Obr. ¢. 10: Schématické znazo¥ni energetického povrchu, vlevo vlastni potenciglov
povrch, vpravo potencialovy povrch se sniZzenou getekou bariérou vlivem {sobici
vngjSi sily
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Pri experimentu s konstantni rychlosti oddalovaniekol plati pro fsobici silu:

F(t) = KVt (13)
kde K je tuhost raménkay rychlost pohybu raménka nad povrchem ac¢solKV dava
rychlost Gstu pisobici sily (loading rate). Pro praymbdobnostS(t), Ze je systém vaset
stale intaktni plati rovnice:

- —T(S;—(t(g» (14) )= -RLEXE (15)

kde S(t)=2S
dt

Pro odvozeni popisu distibuce sil (rupture foroegiieme ze vztahn (14) a (15). Z rovnice

(15) vyplyva:
1

= B (16)

p(F)=-

Za S()dosadime z rovnice (14) a dostavame:

d
)= )

1

PP = r )

cozZ je obngna rovnice (16)S(t) vypccitame z rovnice (14).

5(t)

as___sl)
dt  7(F(t)
d_s +—S(t) =0
dt  r(F(t)
ds 1
— = -t
s (F(t)
Ze slozené funkcE(t) vyjadiime vztah mezifda d a dosadime doifpdchoziho vyrazu:
ds 1
— == —df
S r(f)F
SR
S r(f)F
1
In(kS) = - —df
n(ks) J-r(f JF

Okrajové podminky jsou:
to=0s ,Fo=0pN,S=50) =1, Ir5=0



takze:

1

O

.
InS:—J'
0

F

_ 1
S= exp—{—r(f )F df

Tento integral dosadime do rovnice (16) a dostanemaematicky popis rozloZeni

naneienych interaknich sil:

1 (17)

p(F) %exrrir(f)F

T Fr
Pro popis vlastni reakce vSak fmfiujeme znat parametry charakterizujici reakci na
mikroskopické arovni. Pro rozteni dob Zivota v zavislosti na sile@pyjdeme ze vztah
ds___st)
dt  r(F(t))
Dosazenim rovnice (15) do rovnice (14) dostaneme:
_p(F)dF _ St
dt r(F(t)
r(F)=— S s
p(F)dF
1

dF
F
p(F) o

(14) a S(t)=—% (15)

r(F) = [S(t)

B 1
r(F) = () [5(t) (18)

St) vypatitame z rovnice (15):

dt
I
dS = - p(F)dF
S=~[ p(F)dF

Okrajové podminky jsou stejné jako kegchozim pipack:

Tp(F)dF =1
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to=05sFo=0pN,S=50)=1

s:1—fp(f)df

0

Ssz(f)df

Dosazenim tohoto integralu do rovnice (16) dostanem

1
p(F)F

Matematické vyjateni zavislosti doby Zivota komplexu néspbici sile (viz rovnice. 19)

r(F)=

7 p(F)df 19)

z histogran sil, pii kterych komplex disociuje, ziskanychi paznych rychlostech, nam dava
moznost pomoci Kramerovy teorie (Dudket al. 2008) interpretovat tuto zavislost

z mikroskopického hlediska (rovni¢e20)

r(F)= ro(l— fg:j _ exp{—ﬁAG*!l—(l— fé:j D (20)

Predpokladejme, Ze disociace komplexuize byt popsana jako uUnik z jednoraanme

potencialové jamy. Faktor uréuje jeji tvar. Prov = 1 se vztah zjednoduSuje na jiz znamy

Belliv vzorec (viz rovnice. 12).

Uprava AFM hrotiz pro silovou spektroskopii

Molekuly jsou na hrot a povrch navazanke® linker, ktery nejen umadje volny pohyb
molekuly a jeji nat&éeni k vazebnému mistu jejiho pidku a tim zvySuje pravgpodobnost
vzniku interakce. Dale diky svym elastickym viastteon umo#uje rozliSit specifické a
nespecifické interakce Na konci hrotu bylanbyt navdzana pouze jedna molekula, druhym
pozadavkem je, Ze hrot ani povrch by ggmpo chemické Uprav nespecificky reagovat.
Tyto dva pozZadavky jsou sgmy, pokud se pouzijecktery z jiz zavedenych protokil

Prvnim krokem funkcionalizace hifot a slidovych povran je navazani amin
ethanolaminhydrochloridu na atomftekniku. Druhym krokem reakce katalyzovana
triethylaminem, vedouci ke vzniku kovalentni vazhgzi PEG (polyethylenglykol) linkerem
funkcionalizovanym esterem N-hydroxisukcinimidu rai@oskupinou navazanou naeknik.

Na molekulu linkeru je kladenaskolik poZzadavk, které PEG spiuje. Je rozpustny ve véd

a chloroformu, netoxicky, chemicky stabilni,aif@me snadno ziskat poZadovanou délku
rettzce a je pruzny. Na kazdém koni@tzce linkeru je fun&ni skupina umadujici

specifickou vazbu kil na aminy nebo na ligand k zab&ah vzajemné reakce obou kdnc
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linkeru. V nejjednodussSimifpadt je molekula, jejiz interakce chcemeiity, navazana ifimo

na linker, ale samdejm¢ muze nasledovat jeStnékolik dalSich krok podle vlastnosti
pouZzitého ligandu. Ten je ve vSedhpgadech oft vazan kovalenth

K navazani proteiin na povrch slidy @@padre jiné pouzivané povrchy) se pouZivaji stejné
metody, v gkterych gFipadech se vyuZivaji elektrostatické interakce mmavrchem a
zkoumanymi molekulami. Progtsini proteiri ale neni mozné vySe zndivé elektrostatické
interakce vyuZzit, proto se vaZzousbpovalenti a to EtSinou Fes lysiny navazan&es jejich

amidovouskupinu (Ebner 2007).
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2. Cile préace
Cilem prace bylo studium role malych aminokysepnostedkujicich kontakt mezi helixy

proteini D1 a D2 ve fotosystému Il. Ukolem byldipravit struktury pro simulaci jejich
molekularni dynamiky v programu YASARA, analyzopaib¢h simulace, vazebnych
energii, délky vazeb a interakho povrchu a formulovat hypotézu o interakcich
modelovanycha helixi a gredpovdéni interakci celych D1 D2 protainTato hypotéza byla
nasleds testovana pomoci éeni interaknich sil pisobicich mezi parg helixa
dynamickou silovou spektroskopii AFM. Specifick&erstudovanych aminokyselin byla

teoreticky i experimentatnovéiena na mutantnich strukturaghelixa.
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3. Metody

3.1 Parametry simulaci molekularni dynamiky

Pro simulaci molekularni dynamiky byl pouzit softeaY ASARA (Yet Another Scientific
Artificial Reality Application) (www.yasara.org) silové pole YAMBERS3. To je odvozené
od AMBERuU a podle je to jedno z négsrejSich silovych poli pro simulaci molekularni
dynamiky proteid ve vodném progedi v programu YASARA (Kriegeet al. 2004). Kvili
snizeni vypoetni nargnosti byla modelovana pouzdst interagujiciho systému D1 a D2
proteinu. Minimalizovany interaki model sestaval z dvojica helixd, jejichz sekvence
odpovida nativnim D helim D1 a D2 proteinu a analogy D helixu D1 proteinagacemi
D1-Gly208Val a D1-Gly208Ser. Mutované sekvence bybrany z nasledujicichustodi:
buiky s mutaci D1-Gly208Ser jsou jestivotaschopné, ale neprospivaji. Serin se aldov té
poloze vyskytuje i firozerg, a to u termotolerantni fazoMigna unguiculataL. Naopak
malou kyselinu a dalo by se protdedpokladat, Ze proteiny s touto mutaci budou stale
funkeni.

Zakladni struktura modelovanych pejitidyla ziskana z pdb souboru 3BZ1, popisujiciho
strukturu PSII s rozlisenim 2,9 A ziskanou pomecitgenové krystalografie (Guskov 2009).
Z tohoto modelu byly vybrany molekuly D1 a D2 (ozeay A a D) a z nich interagujici
helixy ohranéené aminokyselinamé. 196 - 221 pro D1 a 195 — 219 pro D2. Sekvence

aminokyselin je nasledujici:

D1: PFHQLGVAGVFGGALFCAMHGSLVTS
D2: PFHMMGVAGVLGGALLCAIHGATVE

Jejich sekvence byla néjde in silico pozmeénéna tak, aby odpovidala sekvenci peptal
délce 30 aminokyselin napodobuji D helixy PSlinechocystisp. PCC6803. Nasledryly
pridany dva terminalni lysiny, které byly u pegtidouzivanych pro silovou spektroskopii na
oba konce dosyntetizovanyvpiecisteni peptidi na HPLC a jejich navazani na AFM hroty.

Sekvence, které byly nakonec pro simulace molekudynamiky pouzity, jsou tyto:

d1WT - KKPFHMLGVAGVFGGSLFSAMHGSLVTSKK

a sekvence s mutaci na nii&ly208:
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d1S - KKPFHMLGVAGVFGSLFSAMHGSLVTSKK
d1V - KKPFHMLGVAGVFGVSLFSAMHGSLVTSKK

a jejich vazebny prejSek:

d2WT - KKPFHMMGVAGILGGALLCAIHGATVENKK

K takto upravenym peptian byly pidany vodiky. Simuléni cela o rozrvech 66 A (obr¢.

11) byla naplana molekulami vody TIP3P, koncenatrace NaCl v modiém systému byla
0,9% (coz odpovida fyziologickému roztoku). Simeldnyla provedenaipteplot 298 K, pH

8 a @i konstantnim tlaku. Dalekodosahové coulombickéreitce byly pditany algoritmem
Particle Mesh Ewald. Omezeni potentigtut off) bylo 10 A a byly pouZity periodické
okrajové podminky. Celkova doba simulace byla 28 ¢esovym krokem 2 fs. Minimalizace
enregie molekul byla provedena metodou ,steepestesa”, Cili metodou nej¥étSiho spadu
potencialu.

Data byla analyzovana pomoci makra vyareého Alexandrem Dulebem v jazyce Python.

Takto ziskana data byla dale zpracovana pomoctcmktMATLABU.

Obr. ¢. 11: Simulani box s peptidy d1 (mdd) a d2-WT {erver)
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3.2 Rekonstituce peptid

Sekundarni struktura syntetizovanych peptidh roztoku byla uwena pomoci CD
spektroskopie. Modelovym peptidem procemi struktury byl d1WT, ostatni nebyly
analyzovany zlvodu jejich vysoké homologie s d1WT. Spektra byl&ena na fistroji
Jasco J-715 Spektropolarimetgti pokojoveé teplat, v kyve€ o Sice 0,1 cm v rozmezi
vinovych délek 180 — 320 nm s krokem 1 nm a rydhlg®ebihu 50 nm za minutu. Vysledna
spektra byla vysledkem fimérovani g@ti jednotlivych neieni.

Zastoupeni sekundarnich strukturnich motwpeptidu bylo ziskano analyzou v softwaru
CDNN (B6hm 1992), s pouzitim nasledujicich parathgieptid se sklada z 30 aminokyselin,
jeho molekularni hmotnost  d¢ena pomoci Protein Calculator  v3.3:
http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html agpamem YASARA je MW=3120 Da a

koncentrace peptidu v roztoku byla 1, 7&gmir™.

3.3 Silova spektroskopie

3.3.1 Protokol na tupravu AFM hroti a slidy

AFM hroty byly upraveny podle protokolu podle Eba€R007). Do malé k&dinky sdkiem
byly nasypany molekularni sita (Fluka, typ 4A) takpy pokryly dno, 2,2 ¢
ethanolaminhydrochloridu (SIGMA-ALDRICH) bylo rozgkino ve 4 ml DMSO (SIGMA-
ALDRICH). Cipy omyté ve chloroformu bylyips noc (zhruba na 15 hodin) po@oy do
nasyceného roztoku ethanolaminhydrochloridu. Pgtg imyty v DMSO a ethanolu. Suché
Cipy byly preneseny d@isté Petriho misky s roztokem 1mg NHS-PEG-acetajuopen na
zakazku na Keplera@vuniverzig¢ v Linci ve skupig Prof. Hermanna Grubera) v 0,5 ml
chloroformu (SIGMA-ALDRICH). Do roztoku bylo fidano 30ul triethylaminu (SIGMA-
ALDRICH) a reakce probihala dvhodiny @i pokojové teplat. Poté bylycipy omyty
chloroformem a feneseny na deset minut do 1 % roztoku kyselingmitvé. Nasledhbyly
omyty vodou a suché uloZeny v Petriho misce tak,|@bely hroty k sob.

Na hroty bylo nakapnuto 10@ roztoku proteinu o koncentractiplizné 0,2 mg.mt a 2l
1M NaCNBH; (SIGMA-ALDRICH). Vtomto roztoku byly hroty inkubany nejmén
hodinu, deset minutipd koncem bylo do roztoku jeSpridano 5ul 1 M ethanolaminu
rozpuséného ve vod. Takto upravené iy byly omyty pufrem pouzivanym éhem
vlastniho néteni. Dlouhodobé skladovani funkcionalizovanych inregni vhodné, ale mozné

pii teplot 4 °C po dobu maximaémekolika dni.
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Jako povrch pro navazani pegtidbyla pouzita slida. iP funkcionalizaci slidy je feba
dvojndsobné mnozZstvi PEG acetalu ve chloroformurcwna tak dvojndsobné mnozZstvi
triethylaminu, ktery reakci katalyzuje, &masobné mnoZstvi pouzivaného roztoku peptidu a
1M roztoku ethanolaminu. Z tohotaiebdu byl v p&atcich ngieni peptid d2WT vazan na
slidu a jeho pra@jsky d1IWT a d1V na hroty, takZze slida mohla byt itauna o méteni.
Pozdji béhem pokusu byl peptid d2WT vazan na hroty a jelotgjiky d1WT, d1V a d1S na
slidu.

3.3.2 Postup néfeni silové spektroskopie

M¢éteni silové spektroskopie probihalo n#Espoji Pico SPMfirmy Agilent Technologies

s funkcionalizovanymi hroty z nitridui&miku s pozlacenym odrazivym povrchem (MSCT,
Bruker). Jejich kalibrace byla provedena podle &a@8ader et al. 1999) a tuhost raménka C,
které bylo na rséeni pouZivano, byla stanovena na 40 pNtnm

Pro kazdou sérii gfeni byly funkcionalizovanyit ¢ipy a s kazdym nadéieno 2000 cykl,
vzdy po 100 v jedné poloze na slidio se opakovalo pro Sestznych rychlosti. Hrot se
priblizoval ke sliéd po vertikalni trajektorii 100 nm s frekvenci 0,2,H Hz, 2 Hz, 3 Hz, 4,5
Hz a 10 Hz. Bhem n&ieni vSak byly Bkteré Spiky zniceny a také &které Kivky byly pro
dalSi zpracovani nepouzitelné. Proto nebylo prodé&azsadu r¥eni zpracovavano stejné
mnoZstvi dat. To ovSem vysledky experimentu nijekvliviiuje, jen sniZuje piet interakci,
které jsme takto schopni identifikovat.

Pro kazdou Spku byla nefena kontrola, do roztoku SDS ve kterém probihatdenmi bylo
piidano ful jednoho ze dvou pr&vzkouSenych peptid Fridani blokujiciho peptidu vedlo
sice k vyznamnému sniZzeni zaznamenanych specificikjerakci mezi funkcionalizovanym
hrotem AFM a slidou, ale také ke vzniku silné aghe®ezi povrchem a hrotem. Proto bylo
provedeno jestdalSi néreni, kdy byl na slidu &ip navazan tentyz peptid aciily se tedy
interakce mezi pary d2WT - d2WT, d1WT - d1WT, d1¥1V, d1S — d1S.

3.3.3 Analyza dat silové spektroskopie

Namétena data byla zanalyzovana v softwarovém pedst MATLAB s pouzitim funkci

vytvoienych Dr. Christianem Ranklem z Ustavu biofyziky ivémzity Johanna Keplera
v Linci (Rankl 2008). Tento program &g nangiené Kivky, detekuje vazebné udalosti,
pocitd silu €chto interakci a uspadava je doitd podle drovd Sumu. Kinetické a

termodynamické parametryétiené interakce (rychlost disociace komplégy, doba Zivota

komplexuty, vzdalenost mezi zakladnim stavem a aktivovanymiexem podél reaki
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koordinaty x a zneéna Gibbsovy volné energie reakdes) byly odvozovany pomoci
formalismu Bella (1978) a Dudko (2006,2008) (vizpitala ¢.1.3.3) ze zavislosti sily
interakci na silesobici na komplex, ktera sesm podle rychlosti pohybu hrotu. Distribuce
nanmerenych sil

byla numericky fitovana na jednu (okit.12:), nebo satet dvou Gaussovychiikek (obr.¢.

13) a histogramy renormalizované podle rovnice:

1

Fy=— "
AR

ET TG0 1 AT (19)

byly numericky fitovany na rovnici

Y= + 1-1/v Y= + 1/v
T(F) = r{l— AGXij ex;{— ,BAG{l—(l— A(;(ij D (20)

metodou minimalizace sétu étveral.

80 e Nanetfena dataipf= 2 Hz

1. Gauss. #vka

70

60

50

40

Poiet vazeb

30

20

10 -

100

F (pN)

Obr. ¢ 12: Fitovani distribuce na#étienych sil mezi peptidy D1-Val208 a D2 jednou
Gaussovou itvkou
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Obr. ¢. 13: Fitovani distribuce na#tienych sil mezi peptidy D1 - Val208 a D2 gtam dvou

Gaussovych ikvek
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4.Vysledky

4.1 Simulace molekularni dynamiky

Simulace molekularni dynamiky D helixu D1 a D2 piot poskytla informace o vyvoiji
struktury helixa po dobu 20 ns. V fibéhu simulace byly analyzovany interakce mezi peptidy
d1l (WT, S a V) a d2WTCetnost vzniku interhelikainich vodikovych vazebagledovana
mezi stedy helixd, mezi nejfrekventovafjsi vazbou D1-Ser212 a D2-Gly207 (> 89 %
simulanich kroki), D1-Ser209 a D2-1le204, D1-Ser212 a D2-Cys21leair1-208 a D2-
Cys211. Cetnost vazeb, jejich energie a délka mezi intefafj helixy jsou uvedeny
v tabulcec.1.

Zména aminokyseliny D1-Gly208 nefta prokazatelny vliv na Zzadny z paranietr
charakterizujici dominantni interhelikalni vazbu-Bé&r212 (@) a D2-Gly207 (O) (az na
mirny naist cetnosti této vazby po mutaci D1 Gly208Val). Zcetekvapiw vSak mutace
tohoto glycinu na serin ovlivnil&etnost vazeb mezi D1-Ser209vyj(a D2-11e204 (O) téry
sedmindsob¥) vyména glycinu za valin vedla k témuz zvySeni¢potéto vazby a déle
k prudkému narstu vazeb mezi D1-208 (O) a D2-Cys21ly\(Paet vazeb mezi Ser212-
Cys211 astal po vSech mutacich nizky (obr.14). Z toho mMizeme pedvidat o &co vysSi
stabilitu systému po mutaci D1 Gly208Ser a vyegizaysSi po mutaci D1 Gly208Val.
Vznikajici vodikoveé vazby mezi jednotlivymi peptighou na obrazka. 15

Dulezitym zjiS€nim bylo, Ze energie a délka sledovanych vazebligenv mutaci vyrazé

neznenila (viz tab.c. 1).

1000 -
900 MWGK208
800 B Ser208

W Val208

X208-Cys211  Ser209-1e204  Ser212-Cys211 Ser212-Gl207

Obr. ¢. 14: Paet jednotlivych vodikovych vazeb mezi peptidy D18, V) a D2- WT
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Vazba | X208-Cys211 | Ser209-11e204 | Ser212-Cys211 | Ser212-Gly207

E E E E
X P gamoy 9D P gamoy 9B | P gamoy 9B | P amoy 9

Gly | 14 16554 2.1+02| 67 17.857 2.0t0.2| 37 13.854 2.1+0.2 | 890 22.50.9 1.9t0.2
Ser | 47 15.1#5.7 2.1#0.2 443 20.7#4.4 1.9+0.2 25 11.8+32.2+0.1| 892 23.2+2.7 1.8+0.1
Val | 322 17.845.6 2.1#0.2 456 16.5#5.0 2.0+0.1 17 14.0#52.2+0.2| 944 23.7+#2.1 1.8+0.2
Tab. & 1: Cetnost, energie a délka jednotlivych vodikovychelmzznikajicich mezi helixy

bertm 20 ns simulace molekularni dynamiky

B
Obr. ¢. 15: Vodikové vazby mezi peptidy
A: d1V a d2WT, B: d1S a d2WT, C: d1IWT
ad2wT
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4.2 CD spektroskopie

CD spektroskopii jsem pouzila k identifikaci podmlinpro sbaleni peptidu do helikalni
struktury, ktera reprezentuje nativni konformadotéasti D1 a D2 protein V prvni rac
jsem zji§ovala optimalni koncentraci peptidiiepistavujici D helix D1 proteinu proéteni
CD spekter (obr&. 16). Peptid, rozpudty v deionizované vag o koncentraci 1,758g mI*
jsem déleredila 100x, 1000x a 10 000x. Nejlepsi porsignalu k Sumu poskytoval peptid
fedsny 100x, co? odpovida ko#eé koncentraci 17,56 nm.thl

— 100xtredeny

—— 1000xredEny

— 10000xeckny
— kontrola

6 (mdeg)

A (nm)

Obr. ¢. 16: CD spektra peptidu kedéném zasobnim vodném roztoku

Dekonvoluce tohoto spektra ukazala, Ze peptid répy ve vod ma nizké (9,6%)
zastoupenia helikalni struktury. K nalezeni podminek pro shalpeptidu doa helikalni
struktury bylo navrZzeno é&kolik vodnych roztok (SDS (sodium dodecylsulphate),
dodecylmaltozid (DDM), fosfatidyl glycerol (PG) aaRl) o fiznych koncentracich. Nevodné
prostedi bylo simulovano rozpustim peptidu v dekanu (ob¢. 17). Nekteré ze vzork byly
také sonikovany a @gfvany na 80 °C, to vSak neéin na sbalovani peptidu zadny vliv.
Sloupcovy graf na obrazkda. 18 znazatuje zastoupentx helixu po rozpugnhi peptidu
v jedlotlivych roztocich. Je patrné, Ze nejvicdelixu je v 1,5 M NaCl a 1 % SDS. Protoze
vSak kwli rozptylu swtla o vinovych délkach délkach 180 — 200 nm nenisp2ktrum
mefitelné a tatotast spektra jetdezita pro analyzu dat, nelze tato data povaZosmatcela
diuvéryhodnd. Proto byly pro dalSidgeni pouzity roztoky otzné koncentraci SDS (oht. 19

a 20).
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— 1% SDS
— 1uM PG
—0.5% DDM
— 1.5 M NaCl

— Dekan
12 A (nm) —Voda

Obr. ¢&. 17: CD spektra peptidu rozpégeho v roztocich SDS, PG, DDM, NaCl, dekanu a
vodk

1ss0s I
1.5 i NaC! [
< 0,5% oo [
N |
&
el
Dekan |l
Voda F
0 20 40 60 80 100
% a helixu

Obr. €. 18 Zastoupeni peptidu & helikalni struktiie v roztocich SDS, PG, DDM, NacCl,
dekanu a vod
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0.01% SDS
—0.03% SDS
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Obr. ¢. 19: CD spektra peptidu v roztocichiwné koncentraci SDS

Koncentrace SC

19
0307
0.10%

003 [
0.01%7
Voda [ ]
0 2‘0 4"0 éo gO :‘I.OO
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Obr. ¢&. 20: Zastoupeni peptidu & helikalni struktie v roztocich SDS aizné koncentraci

Nejvice peptidu v helikalni struktiie je v 1 % SDS. V dekanu se peptitbgc nepoddlo

rozpustit. Z obrazkd. 21 je patrné, Ze spektéasstého dekanu a dekanu ve kterém ¥ byt

rozpusény peptid jsou stejna a to i po sonikaci.



3 — &isty dekan
—— peptid+dekan
2 — peptid+dekan sonikované

0 (mdeq)

190 260

-4 - A (nm)

Obr. ¢. 21: CD spektra peptidu rozpéseho v dekanu

4.3 Silova spektroskopie

Bylo nantfeno nejmé# 6000 (s vyjimkou réreni d1V — d2WT § frekvencich 0,3 Hz a 10
Hz) cykli silové spektroskopie mezi funkcionalizovanymi ¢&aimi a povrchem. Pro
statisticky pfikaznou analyzu dat byloieba shromazdit minimain 150 specifickych
interakci. Prav&podobnost vzniku interakce byla peme mala (viz tabg. 2), v rozmezi 0,7
% do 13,2%, nejmensi pet nanttenych interakci byl pro kombinaci peptidllS — d2WT
pii frekvenci 3 Hz (55 interakci) a nejvyssi pro d1WTd2WT gi frekvenci 2 Hz (789
interakci). ProtoZe ifps velky pdet meteni nebyl pro peptid s mutaci d1S ziskan dostgte

pocet interakci, nebylo mozné totasteni dale zpracovat pomoci Bellovy teorie.

0.3 Hz 1Hz 2 Hz 3 Hz 45 Hz 10 Hz
d1WT - d2WT 5.8 3.3 13.2 6.9 2.7 1.8
diV - d2WT 11.0 2.8 52 54 2.4 7.3
d1S - d2WT 14 1.2 1.2 0.7 0.9 0.8

Tab. ¢. 2: Prav@&podobnost vzniku interakce mezi peptidyganych frekvencich

40



100 -

90 -
80 -
70 -
@ 60 -
g
2 50
8
o 40 -
30 -
20 - —
0 i I !!V—V—V—V—V!V!\
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

F (pN)

Obr. ¢. 22: Histogram rozdeni sil vazeb mezi peptidy d1V a d2WTidly histogramu jsou
5 pN, bilé sloupce: sily naffené i frekvenci 0,3 Hz¢erné pi frekvenci 4,5 Hz

Nameiené sily z jednotlivych giteni byly sousediny do histograr do #id po 5 pN. Posun
maxim histogram pro d1V — d2WT f frekvenci 0,3Hz (bila) a 4,5HZ¢rnd) na obrg¢. 22
je zcela v souladu s Bellovou teorii, ktera zatoypgedpoklada i pokles pragdodobnosti
vzniku interakce  vyssi frekvenci nsreni.

Fitovani Gaussovymi fivkami poskytlo pro kazdou frekvenci &eni pamérnou silu a
standardni odchylku. Na obrazku 23 je graf zavislosti velikostéthto pameérnych sil na
rychlosti znény vngjSi pasobici sily &/dt, loading rate. Sila pibna k disociaci komplexu
klesa strngji pro d1WT a d2WT a i rychlostech pod 200 nmg(velikost pmisobici sily se
blizi nule) jsou nawriené sily nizSi nez pro komplex d1V a d2WT. Z logpaické extrapolace
této zavislosti vyplyva podle Bella, Ze rychlostaltiace komplexuippusobeni nulové sily je
vysSi u d1IWT — d2WT nez u d1V — d2WT. Z této anglgké vyplyva piblizné dvojnasoba

kratSi doba Zivota a niZsi stabilita komplexu d1WA2WT.
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Obr. ¢. 23: Graf zavislosti sily vazeb mezi peptidy na rychilggi zmeny, ¢ervena d1V —
d2WT, ¢erna dIWT — d2WT

Narozdil od Bellovy fenomenologické teorie, poskgtuDudko a Szabo podrogsi
informace o termodynamice disociace a mikroskopibkyvlastnostech disociujicich
komplexi. Obrazky¢. 24 a 25ukazuji data z fvodnich histograri transformovana podle
rovnice ¢. 19 na zavislost doby Zivota komplexu nasgbici sile. Redpokladame, ze
disociace probiha jako unik z harmonické jednoréro@ potencialové jamy a parametr
v rovnici ¢. X jev = %. ProtoZze mnoZstvi n&benych dat nebylo dosta&t@ a Sum byl {ilis
vysoky, davalo fitovani nerealistické vyslediy& vetsi neZ 100KT, Xg VétSi nez 1,5 nm).

Proto byly histogramy na#&enych sil renormalizovany podle rovnice

A= 2] el @

ktera se pouZziva pro analyzu problematickych datof podle rovnic&. 20 dava fitovani
datto pro dIWT — d2WT 9 ms, pro d1S — d2WT 23 ms a @V & d2WT 52 ms. Tyto
hodnoty jsou v souladu se zfly vyi¢enymi na zakla#l analyzy podle Bellovy teorie. Zde
jsem pedpovidala nizSi stabilitu komplexu d1IWT — d2WT znékladt strmého poklesu

zavislosti maximalni sily pe¢bné k disociaci komplexu na rychlosti&my sily.
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Obr. &. 24: Zavislost doby Zivota interakce mezi peptidy dIWH82NVT na interaéni sile
mérené @i rozdilnych rychlostech oddalovani slozek komplexData byla ziskéna
renormalizaci histograimnantienych sil podle rovniceé. 19
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Obr. ¢. 25: Zavislost doby Zivota interakce mezi peptidy d1IMAZ2WT na interaéni sile
merené i rozdilnych rychlostech oddalovani slozek komplexData byla ziskana
renormalizaci histograimnantgienych sil podle rovniceé. 19.
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5.Diskuze

Propojeni experimentélnich a teoretickydifsfupi je nesnadno realizovatelny Gkol, protoze
teoretické pistupy gevazre umo#iuji studovat objekty v jiném¢asovém rozmezi a
rozmerech nez fistupy experimentalni. Bteni silové spektroskopie je unikatni tim, ze
umoziuje detekci udalosti, ip kterych doSlo k disociaci tptrzeni) jednotlivé vazebné
interakce. Sotasné pistroje jsou schopny zaznamenat i silui@iohou k petrZzeni jedné
vodikové vazby s vysokymiasovym rozliSenim. To nam davd moZznost vhledu dcqs,
jejichz studium bylo donedavna nedostupné. Mea fytocesy péi predevSim interakce
mezi proteiny, které jsou Kibvé pro veskeré reakce vilme.

realizované fotosystémem Il. Studium tohoto procesé zasadni vyznam nejen pro
pochopeni molekularni podstaty této reakce, aleé tagro vyuziti vi#znych
biotechnologickych procesech, gwaje kontrolovanou vyrobou biomasy az po kyzené
vyuZziti makety fotosyntetického procesu pro vyrgbio)elektiny. Funknost fotosystému Ii
zavisi na mnoha na interakcich mezi vSemi podjédmoit komplexu. Neni ijfgkvapenim, ze
jakéakoliv mala zmna jakékoli zd&chto interakci povede ke zhorSeni funkce. Zkoumani
takovychto interakci 2fuje fakt, Zze se vSechny procesy odehravaji hybdrofo prostedi
lipidické membrany. Takové proteiny je obtizné kajizovat a proto nemamefifs
informaci o jejich struktie. Také modelovani takovychto systéja obtizné, protoZze nejsou
jeS& vyvinuta takova silova pole, ktera by umozZnila mlodat proteiny v heterogennim
lipidickém prostedi.

Cilem této prace bylo studium interakce mezi D12adpoteinem, ktera je zprdstlkovana
siti vodikovych vazeb. Dosud nezkoumana vazbagkteytvai D1-Gly208 nachazejici se na
okraji GXXXG motivu, u jinych membranovych protéirobvykle podporuje dimerizaci.
Stred tohoto motivu a okolni aminokyseliny byly jiZDd proteinu mutovany a vlivthto
mutaci na elektronovy transport a stabilitu PSIlI sdovan (Shlyk-Kerneet al 2006).
Narozdil od mutaci v mistech D1-212 a D1-209, kgt bmozné fivodni aminokyselinu
v Synechocystisp. PCC6803 nahradit mnoZstvim jinych aminokysginyjimkou nabitych

a velkych aminokyselin) (Shlyk-Kernet al 2006), je glycin v poloze D1-208 mozné zguih
pouze zait malé kyseliny: alanin, threonin a serin. Z tolze usoudit, Ze glycin ma v této
poloze vysoce specifickou, ale neznamou, funkci.

Pro modelovani i experimentalni¢teni byl vytvden zjednoduSeny model vychazejici z

omezeni pouzitych metod a zarawespektujici nativni strukturu pepiideprezentujici jadro
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realkéniho centra. Modelové peptidy byly odvozeny z madBISII Thermosynechococcus
elongatus tak, Ze w®které aminokyseliny byly vyimény, aby sekvence aminokyselin
odpovidala sekvenci D hetixv D1 a D2 proteineclsynechocystisp. PCC6803. |igsto, Ze
byla nova struktura peptidenergeticky minimalizovana, mohl tento krok ovlivpiesnost
vypocta. DalSi okolnosti, kterou jerdba vzit v Uvahu, je fakt, Ze simulace molekularni
dynamiky probihala ve vodném prizsii, které je pro membranovy protein figgzené.
Vodikové vazby, které by v hydrofobnim pr@sti vznikaly jen mezii-helixy, ted’ vznikaji i
mezi aminokyselinami a molekulami vody a je protozme, Ze voda zahtaje vzniku dalSich
vodikovych vazeb mezi studovanymi peptidy. Zadmokladu, Ze sdy a-helixi jsou k sob
dostaténé blizko a Ze vodikové vazby mezi nimi vzniknou rgjh nez se peptid Zae
prizpusobovat hydrofobnimu prdstdi, mizemetici, Ze nejpdetnsjsSi vazby ( D1 X208 — D2
Cys211, D1 Ser209 - D2 1le204, D1 Ser212 — D2 GIydDl Ser212 — D2 Cys2)¥znikaji
mezi helixy i v progedi girozeném.

Praw hydrofilnimu prostedi a vlivu vzajemnych interakctiganych okrajovych lyzia bych
prisuzovala fakt, Ze na konci simulace molekularmaigiky trvajici 20 ns maji modelové
peptidy pozninénou strukturu (ohyby, zéma vzajemné orientace). Nicméwodikové vazby
mezi aminokyselinamiietrvavaji na kontaktu helix odkud je voda vysrena.

| kdyZz se niZze zdat modelovani ve vodném piedi a s okrajovymi lyziny jen malo
vypovidajici o vlastnostech a chovani skotho systému, poiie nam pedpowdét chovani
peptidi béhem experimentalniho &reni silové spektroskopie, které probihalo v 0,1 %
vodném roztoku SDS. Tyto podminky byly zvoleny réklad® dekonvoluci CD spekter
syntetizovaného peptidu v Sirokém spektru roztdkyntetizovany peptid nefihhve vodném
roztokua-helikalni strukturu, ktera je podminkou pro sprymovedeni experimentu a z toho
vyplyvajici interpretaci dat natfenych silovou spektroskopii. NejvysSi procentdnelixu
mél peptid v 1% roztoku SDS. Tato koncentrace je ov¥ezvykle vysoka a proto byl pro
vlastni néteni silové spektroskopie pouzit roztok o koncemtr@¢l%. Pouziti nizsi
koncentrace by netto dalSi pfibéh experimentu ovlivnit, protoZza helikalni strukturu si
peptid udrzi i po n@dni 1 % SDS roztoku na 0,1 % SDS. (V 1 % SDS anBelikalni
strukturu 95.04 % peptidu, v 0,1 % SDS 81.72 %otd tislo je pondrn¢ vysoké. Pokud
ovSem roztok 1 % roztok SDStedime na 0,1 % SDS az dodai& a helixu je v roztoku
95,96 %.) Pokud dhem vlastniho rieni silové spektroskopie dochazelo k prohlém
(adhezi), byly hroty omyty roztokem SDS o koncetitéa% a teprve potom bylo provath
vlastni ngéteni v 0,1 % roztoku SDS.
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Abychom se alespiopriblizili prostiedi, které je pro peptidipozené, zkusili jsme z#tit jeho
CD spektrum v dekanu s amyslem pouzit nepolarnianlepro vilastni rreni silové
spektroskopie spiSe nez roztok SDSidspo, Ze se v dekanu neptiltasyntetizovany peptid
rozpustit, byla sktera ngreni silové spektroskopie v dekanu provederadpokladala jsem,
Ze @i styku suchého aktivovaného povrchu slidy a AFNtilirs dekanem bude problém
s rozpu&tnim peptidi vyieSen. Poddo se detekovat specifické vazebné udélosti, nigmé
mensi hustota a viskozita dekanu s selinepla problémy s jbéhem n&reni a proto nebyl
téchto interakci nalezen dostéate patet. Resto se nam potllb nanefena data analyzovat.
Analyza ngieni v dekanu poskytla tésh identické parametrykys pro diWT-d2WT
v porovnani s rrenim v SDS (obr¢. 26). Toto néfeni ndm dava jistotu, Zedeni v SDS
ndm niZze poskytnout &ohodné informace o interakcich peptidu v modelov@wstedi,

které napodobuji interakce D helix prirozeném prosedi tylakoidni membrany.
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Obr. ¢&. 26: Graf zavislosti sily vazeb mezi peptidy na rychilgsji zmeny, cernd d1WT —
d2WT v SDS¢ervena v dekanu

Pomoci jednoduché a naslédn rozSiené teorie (Dudko 2008) aplikované na vysledky
meéieni silové spektroskopie jsme byli schopni potyrdé komplexy interagujicich pepiid
vykazuji rozdilnou stabilitu. Timto jsme byli schogozliSit vliv zaneny glycinu za jinou
malou aminokyselinu uprasd a helixu na interakce studovaného komplexu. Citlivos
pouZzité metody tak dosahla maxima rozliSeni melriosi a slabou vodikovou vazbou.

Komplex d1S-d2WT vykazoval o¢no vysSi stabilitu nez komplex d1WT-d2WT a tyto dva
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komplexy maji vyrazé menSi stabilitu nez d1V-d2WT. Zarqupokladu, Ze k podobné
interakci doch&zi i mezi odpovidajicimi D helixyP&ll, mizeme usoudit, Ze mirné zvySeni
stability vede u sinic&ynechocystisp. PCC 6803 pouze ke zhorSeni funkce PSII jakutom
bylo pozorovano u mutaitD1-Gly208Ser. Redpokladané zpewni vazby mezi D1 a D2
proteinem diky mutaci D1-Gly208Ser, ktera jéitgmna u termotolerantni fazoMigna
unguiculataL. naopak poskytuje rostinvyhodu za stresovych podminek zvySené teploty,
kdy je zvySend stabilizace PSII nezbytna prezji. ZvySeni stability sikjSi vazbou mezi
helixy vSak vede kletalnimu projevu, protoze matabl1l-Gly208Val nepodporuje v
Synechocystisp. PCC6803 fotoautotrofnist.
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6. Zaver

Poddilo se mi UspsSns propojit experimentalni a teoretickyigtup i reSeni obtizné otazky
vztahujici se k obecnému problému mezimolekularnitierakci. Na zéklad simulace
molekularni dynamiky zjednoduseného modelu prétegakiniho centra fotosystému Il jsem
formulovala hypotézu o interakci jednotlivych ankgeelin D heliba proteini D1 a D2.
Vazebna sila a stabilitargripozené sit interhelikalnich vodikovych vazeb spojujici D1 a
D2 proteiny byla zkoumana experimentalpomoci silové spektroskopie na mikroskopu
atomarnich sil. Vysledky obou metod zcela shgalotvrzuji klicovou roli aminokyseliny D1-
Gly208 pro stabilitu a funkci fotosystému Il. Zeysgeni celkoveho pdu vznikajicich
vodikovych vazeb mezi peptidy d1V — d2WTdgevsim vazeb D1-Val208 (O) a D2-Cys211
(Oy), D1-Ser209 (@) a D2-1le204 (O), D1-Ser212 ((pa D2-Gly207 (O)) Ize usoudit, ze
komplex sestavajici 2¢hto peptid bude stabilgsi nez komplex dIWT —d2WT, coz se také
potvrdilo meienim silové spektroskopie AFM. Analyza nd&enych dat ukazala, Ze doba
Zivota komplexu d1V — d2WT je t&h6 x wtSi neZ doba Zivota komplexu d1WT — d2WT.
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