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Egy kis tudomanytorténet

« 70—-es évek eleje: Oleg Ptitsyn megjdsol egy allapotot, ahol a masodlagos és harmadlagos szerkezetek mar megvann:
de az oldallancok nem illeszkednek szorosan

« 1973-74 korul: elsd kisérleti jelek (szénsav anhidrdz CD-spektruma)

» 1977: Kuwajima részletesebb vizsgalatai alfa—laktalbuminnal: a hélixek el6bb alakulnak ki, mint a szerkezet magasabk
szintjei; ugy véli, a kdztes allapot nem kompakt

« 1978-tdl: Ptitsyn és kutatdcsoportja szadmos kilonféle modszerrel vizsgélja az alfa—laktalbumin savindukalt
intermedierjét. Kimutatjak, hogy kompakt, de a hddenaturacioja nem kooperativ, az oldallancok szabadok: olvadt,
globuléris allapot.

» 1981: Ptitsynék folfedezik az alfa—laktalbumin termikus intermedierjét

« 1982: Shakhnovich, Finkelstein: az olvadt gombaoc allapot elméleti modellje (folyadékallapothoz hasonlitja)

« 1983: Ohgushi és Wada bevezetik a "molten globule" (olvadt gombdc) elnevezést

« 1984: Ptitsyn csoportja kimutatja a szénsav anhidraz kinetikus intermedierjét, kimutatva, hogy ez fd tulajdonsagaiban
megegyezik az egyensulyi olvadt gomboccal

« 1987-t8l: a tudomanyos kdzosség kezdi elfogadni, hogy léteznek kdztes allapotok

« 1990-t0l: kételyek azt illetden, hogy az olvadt gombdc 6néllé termodinamikai allapot—e

« 1993 korll: a kinetikus és egyensulyi koztes allapotok 6sszehasonlitasai

* 1993-95-t6l: olvadt gombaoc élettani szerepének vizsgalatai

« 1994-95: Pre—olvadt gomboc és nagy rendezettségl olvadt gombdc allapotok felfedezése

« 1995-t8l: tovabbi kutatasok: szerkezet, élettani szerep, felgombolyodasban jatszott szerep

alfa—laktalbumin

Az "olvadt gombdéc" modell
Ptitsyn (a keretmodell korai formaja alapjan) posztulalta olyan kdztes allapot |étezését, amely

« globularis formaba kondenzalédott

« nativszerli masodlagos szerkezetet mutat

» nemspecifikus hidroféb kdlcsénhatasok stabilizaljak, a hidroféb oldallancok féleg belil vannak

« topoldgiaja koézel van a nativ szerkezetéhez

« "olvadt" jellegQ, vagyis nincs merev harmadlagos szerkezete, az oldallancok nem illeszkednek szorosan, a teljesen
legombolyodott allapotba valdé atmenete nem kooperativ




Egyensulyi kdztitermekek
Hig denaturalészerben egyes fehérjék olyan, részlegesen denaturalt allapotot vesznek fel, amely

» Kondenzalt, Stokes—sugara egyenld a nativ fehérjéével vagy csak kicsit nagyobb

« jelentds masodlagos szerkezetet mutat (tavoli UV CD mutatja), bar az ezt stabilizaléo H-kotések gyengék
« a legtdbb oldallanc szabad, nem képez harmadlagos kontaktusokat

« a molekula "ragadds": sok hidroféb oldallanc érintkezik a vizzel

« ha enzimrél van szé, ebben az allapotban az nem aktiv

 a legombolyodott allapotba valé atmenet nem vagy kevéssé kooperativ

Kimutatas
Egyensulyi denaturacié alapjan

« Kétéllapotu atmenetnek nem megfeleld gérbe
« Kiilbnb6zd tulajdonsagokat kdvetve nem ugyanaz a kbzéppont
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Savas intermedierek

» CD-vel mért optikai tulajdonsagaik hasonléak a denaturalészeres intermedieréhez, de
« nincs mellettiik nagy hanyadban nativ vagy denaturalt fehérje, ezért j6l vizsgalhatéak
« pl. szénsav anhidraznal, alfa—laktalbuminnal

Termikus intermedierek

» Tobb fehérjénél kimutattak, hogy a hddenaturalt allapot nem teljesen legombolyodott, hanem OG jelleg(, jelentds
masodlagos szerkezettel

 Denaturdlészerrel Gjabb kooperativ atmenetre birhato

« Lehet, hogy a legtébb fehérje ilyen

Kompaktsag
A méretre, kompaktségra lehet kévetkeztetni:

* Viszkozitasméréssel
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alfa—laktalbumin kilénb6z6 allapotainak viszkozitdsa
» Rodntgenszorashol
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Citokrém c kilonféle allapotainak Kratky—plotja. 1: nativ all., 2,3: olvadt gombdcok, 4: denaturalt all.
» Méretkizarasos kromatografia (gélkromatografia)
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béta—laktamaz nativ, olvadt gombdc és denaturalt éllapoténak ellcids profilja

 szedimentacios sebesség
« diffaziés egyitthatd (fényszérasbdl vagy polarizacios interferometriaval)
« urea gradiens gélelektroforézis
Kovetkeztetés: az olvadt gombdc mérete (sugara) mintegy 10-20%-kal nagyobb a nativ fehérjéénél

Mésodlagos szerkezet
A masodlagos szerkezeti 0sszetétel a tavoli ultraibolya tartomanyban végzett cirkularis dikroizmus méréssel hatarozhaté meg.

« Tavoli UV CD jelentds masodlagos szerkezetet mutat
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(a) alfa—laktalbumin tavoli UV CD spektrumai. N: nativ, A: savas OG, T: termikus OG (90 Celsius), U: denaturalt.
(b) alfa—laktalbumin nativ és savas OG éllapotanak infravorés spektruma

A CD spektrumoknal mutatkoz6 eltérés az OG és nativ allapotok kdzott fdleg az aromas és diszulfid jarulékokbol
adodik, hiszen az infravorés spektrum nem mutat kiilénbséget.

» Egyes fehérjéknél van némi kiilonbség a masodlagos szerkezetben az N és OG allapotok kdzott




Harmadlagos szerkezet
Oldallancok kérnyezete, mozgasi szabadsaga

* NMR-spektrumbal
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béta-laktaméaz kilonb6zé allapotainak NMR-spektrumai. (a) aromas régio, (b) alifas régio
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Az alifas csoportok sokkal szabadabbak az OG-ben, mint a nativban, az aromasoknal megmaradt némi korlatozottsac

» Kdzeli UV CD: nagymértékben csokkent a nativhoz képest. Nincs merev harmadlagos szerkezet
* NMR spin echo, fluoreszcencia polarizacio: ugyanezt adjak

Nagyléptéka fluktuaciok

« Hidrogénkicserél6dés sebessége nd
* Proteazokra valo fogékonysag nd

Nagyban megnévekedett fluktuaciokra utal
Hidrofab fellletek
Vegytuletek, melyek hidrofob feluletekhez kétddnek:

* ANS (8-anilino—naftalin-1-szulfonat): kétddéskor nagymértékben megnd a fluoreszcencigja.
Nativ allapotban a szabad hidrofob foltokhoz kétddik. Az olvadt gombdcokhoz nagymértékben kotddik
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« 3-trifluorometil-3-m~-[ *3)jédfenil-diazirin és PH]diazofluorén (DAF): fotoaktivalhatd hidroféb reagensek.
Nagymértékben kétddnek az olvadt gombdcokhoz

Az olvadt gombocoknak nagy hidroféb felliletiik miatt a membranokhoz is nagy az affinitasuk
Topol6gia

« Olvadt gombdcrdl rontgenszerkezet nincs, NMR-spektrumok értelmezése nehéz
» pH-ugrasos hidrogénkicserélddéses kisérlet:
¢ Savas olvadt gombdc allapotban nehézvizbe téve a fehérjét kildnféle iddtartamokig hagyjuk menni a
kicserélddést
¢ A pH-t hirtelen megnoveljik, a fehérje nativva valik
¢ NMR-rel meghatarozzuk a kicseréletlen protonok helyét

Eredmények:

¢ A védettségi tényezok sokkal kisebbek, mint a nativ allapotb&melgett 100-1000 koriiliek)
¢ Egyes régiok védettséget mutatnak:



Mioglobin, az OG allapotban védett régiok satirozva

¢ Olyan régiok mutatnak védettséget, amelyek a nativ szerkezetben klasztereket képeznek ——> feltehetben az
OG-benis
« A tavoli UV CD spektrumok nagyon hasonléak ——> a védettséget nem mutatd hélixeknek is meg kell lenniiik, csak azo
erdsen fluktualnak

Nativszerd—e a harmadlagos szerkezet?

 Deszpentapeptid—inzulin (egy 6t aminosavnyi szakaszt toréltek az inzulinbdl): OG allapotanak kétdimenziés NMR
vizsgalatat elvégezték. Kovetkeztetések:
¢ Megvannak a hélixek és a béta—szalak
¢ Egymashoz képest nagyjabol ugy helyezkednek el, mint a nativ szerkezetben
¢ De erdsen fluktualnak (egymashoz képest)
« Diszulfidhidas kisérletek: a diszulfidhidakat felbontva ugyanugy képzddnek-e Ujra az OG allapotban, ahogy a nativbar
kell?
¢ alfa—laktalbumin: sokféle diszulfidvariacio
¢ béta doménjétdl megfosztott alfa—laktalbumin: dominansan nativszeri diszulfidképzddés
¢ ellentmonddé eredmények, vélemények




Fehérjék viz—alkohol keverékben

» Szamos fehérje OG tulajdonsagokat mutat viz—alkohol keverékben

« Jelent8s masodlagos szerkezet

« Némelykor ott is hélixek vannak, ahol a nativ szerkezetben nem (az alkohol helicitast indukal)

« Ovatosan kezelenddk az eredmények, mert nem tudni, mennyire esik egybe az alkoholos OG 3D szerkezete a klasszil
OG-ével

Pre-"olvadt gombdéc" allapot

« béta-laktamaz egyensulyi denaturacidjaban 4 Celsius—fokon két intermediert talaltak

béta—laktamaz

» az egyik a szokasos OG
« a masik egy lazabb szerkezet:

C. Four-state transition:
g;-l.actamase at 4°C

LO\ //"

. 1.5
° de%:? concéntration {M)

béta-laktaméaz kilonféle allapotainak részaranyai a denaturélészer—koncentracio fuggvényében

¢ jelentds masodlagos szerkezet, de nem annyi, mint az OG
¢ kompakt, de nem annyira, mint az OG
¢ koti az ANS-t, de nem annyira, mint az OG

* hasonl6t taldltak szénsav anhidraznal

« felgombolyodasban korai intermedier lehet?

Nagy rendezettség( olvadt gombdc allapot

« Interleukin—4 savas allapota: CD és ANS-kotés szerint OG
* NMR-spektroszkopiabol szamolt rendezettségi paraméterek szerint csak az egyik hélix vége lazult fel, a hidroféb mag
nagy része megmaradt;



Interleukin—4, a fellazult rész sargaval

« Tobb més fehérjénél kimutattak hasonlét (I6lizozim, Staphylococcus nukleaz, apocitokrémok)

* Felvetették, hogy a felgombolyodasban késbi intermedier lehet

« De: amely fehérjéknél ezt kimutattak, azoknél hagyoményos OG éllapotot nem taléltak ——> ez talan csak egy méasfajta
0G

Kinetikus intermedierek

» Felgombolyitasi kisérletek leggyakoribb eredménye: a tavoli UV CD gyorsan kialakul, az aromas oldallancok
kérnyezete és az enzimaktivitas jéval lassabban.

» Tehat: masodlagos szerkezettel rendelkezd intermedier halmozédik fel (1)

» Az | a felgombolyodasban a fd energiagatat, a sebességmeghatarozé l1épést eldzi meg:

U ——(gyors)——> | ——(lassu)——> N
Az | intermedierrdl kiderdilt, hogy

» Kondenzalodott (kompakt)

» masodlagos szerkezete van

« kevés benne a kialakult harmadlagos kélcsdnhatas

* "ragados”

« ha enzimfehérjérdl van sz6, akkor inaktiv

« ideiglenesen létezik, a felgombolyodas sebességmeghatarozé |épése elbtt
Vagyis: nagymértékben hasonlit az egyensulyi OG-hoz (tranziens vagy kinetikus OG). Egyes esetekben azonban vannak
eltérések.

Kompaktsag

« Viszkozitdsmérés, ureagradiens—elektroforézis, méretkizarasos kromatografia ——> az | allapot kompakt, Stokes—sugar
10-15%—-kal nagyobb a nativ allapoténal
 Ureagradiens—gélelektroforézis:
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béta-laktamaz stabil OG allapotat vitték a gélre (H). U: legombolyodott, N: nativ, I: kinetikus intermedier
» Méretkizarasos kromatografia:
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béta-laktaméaz stabil OG allapotéat nativ pufferbe helyezve alacsony hdmérsékleten elinditottak a felgombolyododast
majd idénként kromatogramot vettek fel. A stabil OG allapot 13,4 ml-nél jonne le, ez nem jelenik meg, csak a 14,8-n¢
lejovd | és lassan a 15,3—-ndl lejovd N.

» Béta-laktaméazndl és szénsav anhidraznal j6l megkilonbdztethetd az | a stabil OG-tdl. Kissé kompaktabb.

Masodlagos szerkezet

« Stopped-flow CD-mérések ——> nativ masodlagos szerk. nagy része ms-os iddskalan kialakul
« Alfa—laktalbumin: a stabil OG és az | tavoli UV CD-spektruma azonosnak adodott
« Interleukin 1-béta (béta—fehérje):

¢ tavoli UV CD: nativ masodlagos szerk. 1 s—on belil kialakul

¢ pulse labelling hidrogénkicserél6dés:

fekete pottyok: 1 s alatt levédddnek, fehér pottyok: csak 25 s utan védddnek le

tehat: kialakul a méasodlagos szerk., de a H-kétések még labilisak
« Osszefoglalva: nagyon hasonl6 a stabil OG-hez
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Harmadlagos szerkezet
Oldallancok kdrnyezete és mozgékonysaga
* NMR-spektrumok: gyakorlatilag megegyeznek az egyensulyi OG-ével
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béta-laktamaz kilonb6zd allapotainak NMR-spektrumai. (a) aromas régio, (b) alifas régio

* kdzeli UV CD: ugyanez
Hidroféb fellletek

» ANS-fluoreszcencia kdvetése stopped-flow felgombolyitasnal

ANS FLUORESCENCE
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Ot fehérje ANS—fluoreszcencigjanak valtozasa a felgombolyodas soran (kbzben iddskala-valtas)

11



» ANS-kotés elbbb gyorsan nd, majd lassan csdkken
Topol6gia
« Pulse labelling hidrogénkicserélddéses kisérletek szerint a kinetikus OG nagyon hasonlé az egyensulyi OG—hoz

(citokrom ¢, apomioglobin)
« Iranyitott mutagenezissel végzett kisérletek ugyanezt adjak

A "hirtelen megugrasi" (burst) intermedier

« A felgombolyodas soran néhany ms—en beliil ("burst”, megugrasi szakasz) képzddik egy intermedier, jelentds
masodlagos szerkezettel (a nativ 50-100%-a)

» ANS-kotésnek is van ugyanilyen gyors fazist szakasza

« citokrém c hem csoportjanak kioltasa egy triptofan altal, szintén a burst fazisban, arra utal, hogy a kompaktizaloédas is
bekovetkezik

« ——> a "burst" intermedier is OG jellegd, de inkabb a pre—-OG-re hasonlit. Pre-OG a burst intermedier egyensulyi
megfeleldje?

Vitas kérdések
NativszerlQ—e az olvadt gomboc?

« Hagyomanyos olvadtgombdc—modell (a la Ptitsyn):

NATIVE STATE MOLTEN GLOBULE
STATE

¢ Lényegében megvan a lanc nativ topoldgidja, csak az oldallancok szoros illeszkedése hianyzik
¢ A szerkezetnek két szintje van: a lanc nagybani alakja és az oldallancok pontos illeszkedése a harmadlagos
szerkezetben
« Alternativ allaspont: nincs meg a nativ topoldgia
¢ Privalov 1997: Nem j6 az olvadtgomb6c—-modell, mert
¢ Termodinamikai mérések alapjan éllithatd, hogy ami olvadt gombdcnak latszik, az vagy rosszul
felgombolyodott (nem nativ topolégiaju) fehérje, vagy pedig egy része (domén v. szubdomén)
felgombolyodott, tébbi része rendezetlen
0 Ha mar megvan az egész nativ topoldgia, akkor az oldallancoknak nagyon gyorsan dssze kéne
pakolodni
¢ Creighton: a legtobb olvadt gombd6cot meglévd nativ diszulfidhidak mellett allitottak el6. Ha ezeket felbontjuk,
nemigen alakul ki nativ szerkezet
+ Dill: EIméleti modellek alapjan: nem lehet, hogy az oldallancok erdsen mozognak, a gerinc meg nem; a kettd
szorosan csatolt
+ Ujabb cikkek: az aggregatumok kénnyen dsszetéveszthetdek OG allapottal

A Ptitsyn—-modell mellett talan tobb kisérleti bizonyiték szdl, de egyre tobben hajlanak a Privalov—féle nézetre is. Ugy tanik,
sokféle olvadt gombdc van, nem olyan egyszerd a helyzet, mint korabban gondoltak.

A felgombolyodas intermedierjei rajta vannak—e a felgombolyodas utvonalan, vagy kivdl
esnek rajta?
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« A kinetikai kisérletek eredményeit tobbnyire j6l lehet illeszteni az U=I=N (on—pathway) és I=U=N (off-pathway)
modellre is

« On-pathway: | nagyobb koncentraciéja gyorsitja a felgombolyodast

» Off-pathway: lassitja

» mindkettdre vannak példak

Az olvadt gombdcok élettani szerepe

Fehérjetranszport membranon at

» Két szakasz: (1) a fehérje hozzatapad a membranhoz, (2) mas fehérjék révén egy ATP-fiiggd mechanizmus atviszi
« Kimutattak: hozzatapadas gyorsabb, ha OG éllapotban adjuk a fehérjét

» Hozzatapadt allapotban érzékenyebb a proteazokra

« Szamos fehérjénél, pl. mitokondriumba iranyul6 transzport

Membranba fz6dés

« PI. toxinok, melyek a sejtmembranba agyazddnak, ateresztdvé téve azt. llyen a kolicin A:

(a) a kolicin nativ szerkezete, (b) a membranba agyazédott szerkezete (valdészinUsithetd)

* A belsd két, hidroféb hélix kifordul.

 Kimutattak, hogy a kolicinnak van savas OG allapota, ez indukaldodhat a membran kézelében, megkdnnyitve az
atalakulast. (A membran felszinén toltések vannak, ezért ennek kdzelében a citoplazma pH-ja, ionerdssége eltérhet a
tavolabbi régiok pH-jatél.)

» Sok mas, hasonlé fehérjénél

Kotddés chaperonokhoz

» Chaperonok részlegesen felgombolyodott fehérjét kdtnek, szamos kisérlet szerint valamiféle OG vagy pre—-OG jellegl
allapotot.
* Alfa—laktalbumin kétddik a GroEL chaperoninhoz, az OG-nél valamivel kevésbé kompakt allapotban

Egyéb

» TObbalegységes fehérjék tsszeszerelddésénél (monomerek OG-ben lehetnek)

« Apolaros ligandumok széllitasa: membran kézelében a fehérje OG-vé valik, és leloki magardl az apolaros ligandumot

* Receptor-ligandum kapcsolédas: némi mozgékonyséag kell hozza

« Emésztbdés a lizoszéméban, savas kdrnyezetben

« Ubiquitinfliggd folyamatok (pl. degradacid): az ubiquitin (egy 76 aminosavbdl allé, kis fehérje) kovalens kétddése a
fehérjéhez OG éllapotba viheti a fehérjét, ezaltal eldkésziti lebontdsra a proteaszéma (a sejt fehérjelebont6 gépezete)
szamara
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