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A tébb doménbdl allo fehérjek felgombolyodasa

Domének

Tobbféle definicio:

« Stabil egység (limitalt proteolizissel vagy génsebészettel elkiilonithetd)
» Termodinamikai egység (kooperativan gombolyodik le és fel)
 Felgombolyodasi egység (fliggetlenil gombolyodik)

» Szerkezeti egység (latszik a rontgenszerkezetben)

» Genetikai egység (szekvenciadsszehasonlitdsok alapjan jésolhato)

« Evollcios egyseg (exonoknak felel meg)

 Funkcionalis egység (meghatarozott részfunkcidja van, pl. NAD-ko6tés)

Izolalt domének felgombolyodasa

A polipeptidlancot a doménhatéaroknal szétvagva a domének izolalhatbak, ill. az egyes domének génsebészeti iton kilon—kuil
elddllithatdak.

Szamos izolalt doménrél mutattak ki, hogy dnélléan, reverzibilisen fel-/legombolyodik

(triptofan szintetdz, béta—laktaméaz, aszpartokinaz—homoszerin dehidrogenaz, plazminogén, PGK, stb.)



A domének termodinamikai stabilitasa

Specidlis esetekben igazoltak, hogy a domének a fehérje tébbi részével egytt és anélkiil is nagyjabél azonos stabilitastak (e:
nem feltétlendl altalanosithatd)
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Plazminogén és kilonféle fragmentumainak kalorimetrias gérbéi

A doménparosodas mint sebességmeghatarozo 1épés

Szamos jel szerint a tobbdoménes, egylancu fehérjék felgombolyodasaban a leglassubb Iépés a mar felgombolyodott doméne
parosodasa (asszociaciéja). Ennek 3 bizonyitéka:

1. Az enzimaktivitas csak a felgombolyodéas legkésdbbi szakaszaban jelenik meg. Az aktiv hely altalaban a domének
érintkezésénél van, az egyes domének hordozzak az egyes szubsztratokat.
2. A felgombolyodéas sebessége forditottan aranyos az oldat viszkozitdsaval



kofk

L ) 1 L

1 2 3 4 5

1
No
(A: Oktopin dehidrogenaz, B: AK-HDH felgombolyodasi sebességének reciproka a viszkozitas fiiggvényében.
Viszkozitasnoveldk: glicerin, glikéz, szukrdz
A viszkozitastodl valo fliggés nagyméretl egység elmozdulasat feltételezi

3. Az egyik doménben Iétrehozott, felgombolyodast lassité mutacié hatasa kompenzalhaté a masik doménben Iétrehozo
Onmagaban szintén lassitd mutaciéval

Létezik tehat egy allapot, melyben a domének mar fel vannak gombolyodva, de még nem asszocialddtak. Ennek neve: FUD
(Folded but Unpaired Domains): felgombolyodott, de még nem parosodott domének

Altalanos reakcioséma:

Legombolyodott &ll. ——(domének gyors felgombolyoddsa)--> FUD ——(domének lassi parosodasa)-—> nativ
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Domeénasszociacidval jaré folyamatok: 1" izolalt domének felgombolyodésa; 2': izolalt domének asszociacidja; 1: domének
onallé felgombolyodésa, FUD kialakulasa; 2: a domének asszociacibja, létrejon a nativ szerkezet; 3: parosodas masik molel
doménjével ——> aggregacio

Versengés a felgombolyodas és az aggregacio kozott

« A FUD intermedierben a domének kontaktfelszine szabad ——> mas lancok komplementer felszineihez is
kapcsolodhatnak ——> aggregacio!
 Erésen koncentraciofiiggo:
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Laktat dehidrogenaz aggregacioja (haromszdg) és felgombolyodasa (kér) a fehérjekoncentracié fliggvényében
Az aggregaciéban valéban a FUD intermedier vesz részt. Ennek bizonyitékai:

1. Az aggregécio akkor a legerdteljesebb, ha részlegesen felgombolyodott molekulak nagy szamban vannak jelen
2. Az aggregacio specifikus. Mas fehérjék jelenléte nem befolyasolja (még hasonlé fehérjéké sem)
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3. Az aggregacio sokkal kisebb, ha a domének kozétt nincs kovalens kapcsolat (izolalt domének)

A tobb alegységhbdl allo fehérjék dsszeszerelodése
Kérdések:

» Mennyiben befolyasolja az alegységek szerkezetét, stabilitdsat a tobbi alegység jelenléte?

« A felgombolyodési folyamat melyik fazisdban torténik az alegységek asszociacidja?

« Teljesen kész, merev szerkezet( alegységek asszocialédnak, vagy inkabb két olajcsepp egybeolvadasahoz hasonlo «
asszociacio? Utdbbi esetben mi biztositja a specificitast?

 Egy "olvadt gomboc” jellegl intermedier mutathat-e specificitast?

Tobbalegységes fehérjék
* M,=30 000 molekulatdmeg alatt tébbnyire monomer,=80 000 f6l6tt tdbbnyire oligomer fehérjék
« (Kivételek: pl. izoleucin—tRNS szintetaz (%114 000) monomer; inzulin (M5700) és MetJ represszor 42 000)
dimerek)

Néhany negyedleges szerkezet:

Negyedleges szerkezet Példa

Homooligomerek

=) Kreatin kinaz

& Kloramfenikol acetiltranszferaz
& Laktat dehidrogenaz

% Glutamét dehidrogenaz

3 Izocitrat dehidrogenaz

L) Glutamin szintetaz

4 GroEL chaperonin

Q4 Apoferritin

Heterooligomerek

ab Laktéz szintaz

aby Koleratoxin

b, Triptofan szintaz

abs Aszpartat karbamoiltranszferaz
aghbs Rubisco

abc Troponin

aub4Cqd, Foszforilaz kinaz

abb'c RNS polimeraz

aghscde F1 ATPaz

Altalaban szimmetrikus szerkezetek:



kloramfenikol acetiltranszferaz (trimer)

szérum amiloid P komponens

C-reaktiv protein (hexamer)

LHC komplex (light harvesting complex) (nonamer)
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TRAP (Trp attenuation protein) (undekamer, 11-mer)

glutamin szintetaz (dodekamer, 12—mer)

A negyedleges szerkezet és az élettani funkcié dsszefliggése:

» Szekretalt fehérjék (pl. tripszin, lizozim): alt. kicsi, egydoménes monomerek, diszulfidhidakkal ——> kilénféle

kdrnyezetekben ellenalld
 Vérplazma fehérjéi: nagy monomerek (pl. szérumalbumin 65 kD) vagy ezek oligomerjeint@kaoglobulin, 4

alegység, 4x180 kD) ——> nem sz{rodnek at az erek falan vagy a vesében
« Intracellularis fehérjék: Alt. tobb alegység

A tbbb alegység szerepe a funkcié szempontjabol

1. Az aktivitas szabalyozasa

2. Ujfajta aktivitasok létrehozésa

3. Nagy szerkezetek képzddése

4. A felgombolyodott lancok stabilizalasa
5. Egyéb

Az aktivitas szabalyozasa

» Az alegységek kozott pozitiv vagy negativ kooperativitas lehet

+ Hemoglobin (oxigénkotése)

+ foszfofruktokinaz

¢ aszpartat karbamoiltranszferaz

szigmoid alaku fliggés a szubsztratkoncentraciétol

¢ glutamat dehidrogenaz: negativ kooperacié a NAD-kotd helyek kdzott
 Kllénbodzd ligandumok kdzotti kélcsbnhatas ——> szabalyoz6 funkcidk (regulator molekulak)
* A konformécidvaltozas alt. kimutathat6

Ujfajta aktivitasok létrehozasa

« Szamos enzim aktiv helye tébb alegység oldallancaibdl tevédik dssze
(pl. glutamin szintetaz, aszpartat aminotranszferaz, triozfoszfat izomeraz, citrat szintaz, gliceraldehid—3-foszfat

dehidrogenaz)
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Citrat szintaz aktiv helye. A *—gal jel6lt oldallanc a masik alegységbﬁl van

» Az alegység—asszociacio valtoztathat is a specificitdson:
E. coli triptofan szintaz: triptofan bioszintézisének utolsé |épése:

indol—-glicerin—foszfat + szerin <——-> triptofan + gliceraldehid—3-foszfat® H

Szerkezete:,. 1M KSCN jelenlétében disszocial:

b, ——>2a+b

Az a és a pegységek két félreakciot katalizalnak:

indol—-glicerin—foszfat <-——> indol + gliceraldehid—3-foszfat
indol + szerin <———> triptofan + 0O

¢ Az ab, teljes enzim hatékonyabban katalizal és elnyomja a karos mellékreakciokat.
¢ Az indol az a alegység aktiv helyérdl "channeling” révén, egy "alagiton" jut el a b alegység aktiv helyére

« Laktoz szintaz: A és B alegység (a B az alfa—laktalbumin):
¢ B nélkul az A N-acetil-glik6zaminbél N-acetil-lakt6zamint készit

¢ B-vel glik6zbdl laktozt
¢ szabalyozas: szilés utan megnévekszik a B alegység szintje, igy a tejcukor termelése

Nagy szerkezetek képzddése

» GroEL chaperonin: gyra 14 alegységbdl, kbzepén lyukkal, mely befogad egy rosszul felgombolyodott fehérjét

« aktin ——> aktinszal
« alfa— és béta—tubulin ——> mikrotubulus
- flagellin ——> bakterialis ostor

A felgombolyodott lancok stabilizalasa

» Az asszociacio noveli az alegységek stabilitasat (hidrofob foltokat, laza hurkokat eltlintet)
* Nehéz mérni a stabilizacio mértékét (disszociald koriilmények az alegységet is destabilizaljak)
» Mérés: Matrixhoz kotétt fehérjérdl a szabad alegységet ledisszocialtatjuk, a megmaradét visszagombolyitjuk, stabilitas

mérjik
Egyéb szerepek

* A sejt ozmotikus nyomasanak csokkentése
« A hibas felgombolyodas esélye kisebb, ha tébb, 6nall6 alegységbdl épul fel a fehérje, mint ha egyetlen nagy lancbdl




Az alegységek kozotti kdlcsbnhatasok

« Ugyanazok, mint az alegységen beliliek (hidroféb, H-kotés, elektrosztatikus, Van der Waals)
« Asszociacios allandé (K): 26— 10°M™
Standard szabadentalpia (delfaG28 —— —74 kJ/mol (méréshdl)
« A mért deltaG-ben benne van a transzlacios és rotaciés szabadsagi fokok elvesztésébdl szarmazo jarulék is. Ennek
értéke vitatott. Kétféle becslés:
¢ Gazok statisztikus mechanikaja alapjan a "Sackur—Tetrode" egyenlethdl ——> nagy entropiaértékek (100
cal/M/K), nehéz magyarazni
+ Keverési entrépia (a disszocial6do alegységek elkeverednek az oldatban):

Shix=kg In x

ahol x a moéltért, 1M referenciakoncentraciéra (a viz koncentracidja 55M) szamitva kb. 10 cal/M/K érték
adaédik.

Mérés: nehéz, értékek inkdbb a 10 cal/M/K-hoz kdzeliek. Mégis, elméleti alapon a Sackur-Tetrode médszert tartjak
tébben helyesnek.

» Becslés: az asszociacidkor eltemetett hidroféb felszinbdl: 100 négyzetangstromonként 10,5 kJ/mol szabadentalpia
(konyhaszabaly)

Az alegység—asszociacié tanulmanyozasanak médszerei
Két megkozelités:

« Olyan koriilményeket teremtiink, ahol felgombolyodott, de disszocialt monomerek vannak. Ezutan visszaallitva az
eredeti paramétereket az asszociacio elkilonitve vizsgalhaté. (Ez sokszor nem jarhaté Gt.)
« Disszocialt és legombolyodott monomerekbdl indulunk ki, egyittesen vizsgaljuk a monomerek felgombolyodasat és

------

asszociaciojat.
Disszocidlt nativ (vagy kvazinativ) alegységek nyerése

* Higitas
Akkor hasznéalhaté, ha nem tul erds az alegységek kozétti kapcsolat (pl. piruvat karboxilaz, foszfofruktokinaz)
« Hidegdisszociacio
Hidroféb kélcsénhatas meggyengulése miatt. Pl. élesztd gliceraldehid—3-foszfat dehidrogenaz (tetramer) O
Celsius—fokon kvazinativ monomerekre esik szét (NAD-kotd képesség megmarad)
» Kémiai modositas
PI. lizinek toltésének megforditasa dibazikus sav anhidridjével val6 mddositassal (reverzibilis!). PI. élesztd
zsirsav-szintetaznal 4&) bevalt.
« Ligandumindukalt disszociacio
Bizonyos specialis esetekben. PI. glutamat dehidrogenaz (hexamer) GTP hataséara szétesik; cAMP—fliggd protein
kinazrél cAMP hataséra a katalitikus egység levalik
« Enyhén denatural6 koriilmények (esetleg stabilizalészer egyideji alkalmazaséaval)
¢ Triptofan szintaz (#,) KSCN hatasara
¢ Laktat dehidrogenaz (tetramer) 1M glicinPO,+EDTA, pH 2,3, plusz 1M N&O, stabilizalé s6 hatasara
¢ Laktat dehidrogenaz 2M ureaban v. 0,8-1,2M GdmClI-ben dimerekre esik szét
¢ Glutamat dehidrogenaz (hexamer): 1-1,5M GdmClI-ben két nativszerl trimerre esik szét, 3M-nél ezek is
szétesnek és legombolyodnak
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(kor: M, fényszérassal mérve; hdromszog, négyzet: masodlagos és harmadlagos szerkezet CD-vel, ill.
fluoreszcenciaval mérve)
* Nagy nyomas

>1 kbar nyomas hataséara az oligomerek gyakran szétesnek (pl. laktat dehidrogenaz), mert ezzel csdkkenhet a térfoge
(oldbszer hozzéafér az eddig eltemetett részekhez)

Az asszociacié nyomonkdvetése: Biofizikai médszerek fehérje—fehérje kolcsdnhatasok mérésére

 Surface Plasmon Resonance (feluleti plazmonrezonancia)
¢ A kotd alegységeket egy optikai chip feliletén immobilizaljuk.
+ A folotte lévd pufferbe bevissziik a kotddd molekulat
¢ Kotéskor a tbmegvaltozas optikai valtozast okoz, ezt méri a miszer
¢ BlAcore: aramlé puffer, Affinity Sensors: kevert puffer
¢ Alkalmas: kotddik/nem kotddik eldontésére, kotési affinitas mérésére
* |zotermikus titracios kalorimetria
¢ A kotd alegységek oldata van a mérdtérben
¢ Ehhez injektaljuk kis adagokban a masik alegység oldatéat
¢ A maszer a felszabaduld hét méri, a hdmérsékletet allando értéken tartva
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¢ Szamithat6: kotési entalpia, asszociaciés allando, entrépia
+ Homooligomernél: Uires pufferbe tdmény fehérjeoldatot injektalgatunk, higitasi hdket mérve
* Fluoreszcencia

Alt. fluoreszcencias rezonancia—energiatranszfer (FRET) segitségével mérhetd a két alegység tavolsaga:
Ha egy fluorofor (donor) emisszids spektruma atfed egy kozeli fluorofor (akceptor) abszorpciés spektrumaval, kdztiik
rezonancias energiatranszfer 1ép fel, melynek hatékonysaga:

E=RYR+ RY), ahol
Ro = 979(KQJIr ), ahol

¢ K a dipol-dipél orientacios tényezd

¢ Q a donor kvantumhatasfoka transzfer hianyaban
¢ J a spektrumok atfedési integralja

¢ n az oldészer térésmutatéja

Hatrany: alt. fluoroforokat kell bevinni, ezek nagyméret( csoportok, amelyek az asszociaciot is befolyasolhatjak!

» Tomegspektroszkdpia
e Fényszoras

¢ Az atlagos részecskeméretet méri

¢ Disszociacional j6l hasznalhatd, asszociacional az aggregacio miatt kevésbé

¢ A turbiditas spektroszkdpiaval is mérhetd (megfeleld korrekciok alkalmazasaval)
» Gélszlrés HPLC-vel

(A HPLC elég gyors, 1 6ran belll elvégezhetd)

Az Osszeszerelddés idBbeli nyomon kdvetésének médszerei

 Keresztkotés és SDS-PAGE (nagyagyu!)

Folding,

Unfolded association O Cross-linking @
dissociated —— -

protein % @

Separation on
electrophoresis,
staining for
protein

Densimn:xetric
scanning _ N
—
T D M

¢ A visszagombolyitas folyamataban bizonyos iddpontokban mintat vesziink, azt gyorsan haté keresztkotd
reagenssel elkeverjik, ez az oligomereket rogziti

¢ SDS-PAGE (poliakrilamid gélelektroforézis SDS detergensben) elemzés szétvalasztja a kiilénbdzd tomegd
molekulakat

¢ Legjobb keresztkotd reagens:
glutéraldehid: OHC-CH,~-CH,-CH,-CHO
Lizineket koti 6ssze

+ Mindig ki kell kisérletezni, mi a legjobb glutaraldehid—koncentracio
+ Hatrany: Néha nincs elég lizin megfeleld helyen

Eredmények élesztd foszfoglicerat mutaznal:
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(kér: monomer, haromszég: dimer, négyzet: tetramer)

Csak dimer intermedier figyelhetd meg.

« Hibridizacié izoenzimmel vagy médositott alegységekkel

O O O Subunits
O

O N .
Cb Reaction mixture at time ¢

& (& Assembly stop at time ¢ by a chase with different
subunits

8 3 & Scparation and quantitative analysis by native

/\_/\/\ electrophoresis

¢ A visszagombolyitas folyamataban adott iddpontban nagy mennyiségben izoenzim—-alegységeket vagy
kémiailag médositott alegységeket adunk az oldathoz
¢ Az idegen alegységek lekotik a még szabad molekulékat
+ Nativ gélelektroforézissel elemezziik az eloszlast
+ Feltétel: az idegen alegység elektroforetikusan kiilénbdzzén a vizsgalttol
¢ Problémak: az idegen alegység lassu felgombolyodasa, disszociacio, stb.
¢ alkalmaztak pl. kreatin kinazndl, aszpartat karbamoiltranszferaznal
* Reaktivacié mérése
¢ Gyors aktivitasmérések alapjan
¢ Fehérjekoncentracio fiiggvényében
¢ Maléat dehidrogenaznal:

Relative reactivation (%)
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(az egyes gorbék mas—mas fehérjekoncentracié mellett késziiltek, a fehérjekoncentracio alulrél folfelé
novekszik; a grafikonon 2 6ranal idéskala—valtas)

Az adatok elemzése

 Elvégezzik: Keresztkétés és SDS-PAGE, valamint reaktivacios mérések, sokféle fehérjekoncentracié mellett
(kiegészitve spektroszképiai mérésekkel)

« Az adatok alapjan feldllithato egy reakciéséma, a sebességi allandék kiszamithatéak.

« A reakcidséma unimolekularis (izomerizaciés) és bimolekularis (asszociacids) Iépésekbdl all. Pl. tetramernél:

4M,-—>4M -=>2D' —>2D ——>T'——> T

(M: monomer, D: dimer, T: tetramer)

« Rendszerint a reakciéegyenletek analitikus vagy numerikus megoldasaval ellendrizzik a modell és a paraméterek
helyességét, ill. szamitjuk ki a sebességi allandodkat.

Példak tbbbalegységes fehérjék tsszeszerelddésére
UDP-gliikoz dehidrogenaz

Hexamer.

100

~J
w

50

25

Rel.reactivation {%)
Rel.amount (% )

Time (h)

[Keresztkoteshdl hexamerek (hatszég), tetramerek (négyzet), trimerek (haromszog), dimerek (félkdrok), monomerek (kor)
mennyisége. Reaktivacio (teli hatszog).]

 Trimereket és pentamereket nem lehet megfigyelni

« Az aktivitas visszanyerése a hexamerképzddéssel parhuzamos
» Reakciéséma:

6M, ——> 6M ——> 3D ——> Hexamer
* Az elsb két 1épés sebességi allandgidk5x10* s (elsérend() ésk1,6x1d M's™ (masodrend)
Aszpartokinaz—homoszerin dehidrogenaz (AK-HBH)

(E. coali)

» Tetramer

« Bifunkcios enzim, négy bifunkciés alegység

« Treonin bioszintézisének két korai Iépését katalizalja
« Treonin allosztérikusan gatolja

» Mérések:
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[hdromszbgek: CD, fluoreszcencia; teli kor: kinaz aktivitds, X: dehidrogenaz aktivit'és; Ures kor: a kinaz aktivitas
allosztérikus gatlasa treoninnal]

* Reakci6éséma:

AIMy-—>4M'-->4M-->2D'-->2D-—->T

aM, am' aM 2D' 2D T
Kinaz aktivitas - - + + + +
- géatolhatdsaga treoninnal - - - - - +
Dehidrogenéaz aktivitas - - - + + +
- géatolhatdsaga treoninnal - - - - + +
Nativ fluoreszcencia - + + + + +
Nativ tavoli UV CD - + + + + +

Versengd mellékreakciok

« Alacsony fehérjekoncentracional:
¢ az asszociacios lépések lelassulnak
¢ a nemasszocialt alegységek hosszu ideig fennmaradnak

¢ csokkent stabilitasuk miatt veszélyeknek vannak kitéve: degradacié protedzszennyezés altal, kémiai modosul
edény falara tapadas, stb.
» Magas fehérjekoncentracional:

Aggregacio kovetkezhet be: valamelyik korai intermedier hidrofob felszinei révén (altalaban nemspecifikus) asszociac

Tehét a kdzepes koncentracidk az idealisak

80 T T T

60

Reactivation (%)}
o
o

Concentration {ug/ml)

Laktat dehidrogenaz reaktivalhatésaga a fehérjekoncentracié fliggvényében

(alkalmazasok: Id. kovetkezd eldadas)
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