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A felgombolyodasi probléma
Centrdlis dogma:
DNS ——> RNS ——> polipeptidlanc ?——>? mOkddbképes konformécio

(genetikai kdd méasodik fele)

Anfinsen kisérlete (1961)
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 Ribonukledz enzim, benne 8 cisztein, 4 diszulfidhid

« Diszulfidhidakat béta—merkapto—etanollal redukaljuk és a fehérjét 8M ureaval denaturaljuk ——> rendezetlen szerkezet,
hianyz6 aktivitas

 Levegdn allni hagyjuk ——> lassu oxidacié ——> néhany 6ra alatt a szerkezet helyreall, az enzim aktivva valik

» Oxidaloszerrel gyors oxidacioé ——> diszulfidhidak rossz parositasban allnak helyre ——> sem a szerkezet, sem az aktivit
nem all helyre

» Ez a hibas szerkezet kevés redukaldszer hozzaadasara kijavitédik

Kovetkeztetés: az aminosavsorrend tartalmazza a haromdimenzios szerkezet kialakulasahoz sziikséges 6sszes
informaciot. A felgombolyodas termodinamikai kontroll alatt all: a nativ szerkezet a termodinamikailag legstabilisabb
allapot.




Tehat: az els6dleges szerkezet meghatarozza a 3D szerkezetet. De

HOGYAN?

Ez a felgombolyodasi probléma.
Alproblémak:

 Milyen kinetikus folyamat vagy Utvonal révén veszi fel a fehérje a nativ, biol6giailag aktiv konformaciét?

« Mi a felgombolyodott konformaciok stabilitasanak fizikai alapja?

< Az aminosavsorrend miért éppen azt a 3D szerkezetet és felgombolyodasi mechanizmust hatarozza meg, amit, és mi¢
nem valami mast?

« Ha adott egy fehérje aminosavsorrendije, hogyan lehet abb6l a haromdimenzios szerkezetet megjésolni?

Az elsd kérdés részkérdései:

« A felgombolyodas termodinamikai vagy kinetikai kontroll alatt &ll? Hogyan képes a polipeptidlanc révid idd alatt
megtalalni a nativ szerkezetet?

* Mi inditja el a felgombolyodast, és mi az ehhez sziikséges legrévidebb id6?

* Milyen utvonalon térténik a felgombolyodas? Milyen a koztitermékek szerkezete?

« Az in vitro kisérletek alapjan felismert szabalyszerliségek érvényesek—e in vivo is?

A felgombolyodasi probléma jelentésége

» EIméleti jelentdség: A molekuléris biolégia és a fehérjebiofizika egyik legizgalmasabb, legtobb fejtorést okoz6
problémaja. Szamos sejtbioldgiai folyamattal nagyon szorosan dsszefiigg.
¢ A genetikai kod masodik fele
+ A fehérjék bioszintézise és degradacidja
¢ Hosokk
« Biotechnolégiai jelent8ség:
¢ A baktériumban tllexpresszidval termeltetett idegen fehérjék legtdbbszoér an. inkllzids testekké tapadnak 6ssz
Ezekbdl kell a fehérjéket renaturalni.
« Orvosi jelentdség: "felgombolyodasi betegségek”: Mutacié hatasara vagy nem megfeleld kortilmények kozétt egyes
fehérjék rosszul gombolyodnak fel, aggregalédnak.
¢ Prionbetegségek: Amiloid lerakédasok keletkezése szivacsos agysorvadasban (kergemarhakoér,
Creutzfeld-Jakob)
¢ Amiloid rostok Alzheimer—kérban

A Levinthal-paradoxon: termodinamikai vagy kinetikai kontroll?

« Anfinsen kisérlete ——> a nativ térszerkezet a polipeptidlanc szabadentalpia—minimumanak felel meg, azaz
termodinamikailag az a legstabilabb allapot az adott kérilmények kézétt. Tehat a felgombolyodas termodinamikai
kontroll alatt &ll.

» Hogyan talalja meg a lanc az energiaminimumot?

¢ Minden peptidegységnek kb. 10 kilonb6zé konformécioja van

¢ Tehat egy 100 aminosavbél &ll6 lancnak®@ @iilénbozé konformécidja van.

¢ Egyik aminosavkonformacié a masikba legalabb'dtasodperc alatt alakul &t, a teljes lancra vonatkoztatva
10 " mp alatt.

+ Tehét a nativ konformacié megtalalasahoz kB? aisodpercre, azaz kb.2t@vre van sziikség.

¢ Avalésagban 1 masodpercen beliil felgombolyodik.

« A gyors felgombolyodas csak ugy lehetséges, ha a konformacios tér nem férhetd hozza teljes egészében a lanc szam:
hanem a folyamat egy Gtvonalon halad, kinetikai kontroll alatt all.

 Ez a Levinthal-paradoxon (Levinthal 1968): az Anfinsen—kisérlet szerint termodinamikai kontroll van, az
allapotszamlalas szerint kinetikai kontroll. Most akkor melyik?

* A paradoxon feloldasa: lasd késébb.




A fehérjék stabil konformacios allapotai

A legombolyodott (denaturdlt) allapot. Jele: U (unfolded) vagy D (denatured)
« A felgombolyodott (nativ, altalaban biol6giailag aktiv) allapot. Jele: F (folded) vagy N (nativ).
* A koztes éallapotok (kdztitermékek, intermedierek). Jelik: | (intermediate)

A legombolyodott (denaturalt) allapot

« Idealis esetben: véletlen elrendez6dési lanc (random coil)
¢ minden torzids szog fiiggetlen a szekvenciaban tavolabbi torziés szégektol
+ minden konformaciénak kb. azonos a szabadentalpiaja
¢ kivéve, ahol a lanc atfedné 6nmagat (kizarttérfogat—effektus)
¢+ 100 aminosav ——> 2 konformécié. Ha egy oldatban 10 mg fehérje van, ez K5 .diOmolekula. Tehat:
varhatéan mindegyik molekula mas—mas konformaciéban van.
¢ Erds denaturaldszerekben (6M GdmHCI, 8M urea) a fehérjék j6 kozelitéssel valéban véletlen elrendezédésiel
(hidrodinamikai tul. szerint)
« Enyhébb denaturaldszerek, ill. pH- vagy hdmérsékleti szélsdségek: a szerkezet kevésbé random, s valamivel
kompaktabb.
¢ Lokalis hidrofob oldallanc—csoportosulasok
¢ egy kevés hélixtartalom (fdleg alkoholos oldatban)
» Termodinamikailag a legombolyodott allapot egységes: nem tartalmazhat kooperativan felgombolyodott
részstrukturakat.

A teljesen felgombolyodott, nativ allapot

 Alapegység a domén
¢ Szamos esetben kimutattdk, hogy az izolalt domének 6nélléan képesek felgombolyodni.
¢ Azonban az izolalt domének tdbbnyire nem olyan stabilak, mint a teljes fehérje (pl. foszfoglicerat kinaz)
¢ Az izolalt doménekbdl altaldban nem rakdodik 6ssze a funkcidképes fehérje
« Szubdomének (doménnél kisebb toredékek): egyes esetekben szintén képesek 6nall6é felgombolyodasra, méas esetekt
nem.
« Doménméret felsd hatara kb. 200 aminosav. Ennél nagyobb feltehetden nem gombolyodna fel.
« A szerkezet allandéséaga:
¢ A kilénb6z6 kristalyformakbdl rontgendiffrakcioval és az oldatbdl NMR-rel nyert 3D szerkezetek Iényegében
mindig azonosak
¢ A szerkezet kisebb—nagyobb mértékben flexibilis (Brown—-mozgas, kis fehérjek néhany 6ranként vagy
naponként teljesen le is gombolyodnak), de kdzel marad az atlagszerkezethez.

A koztes éallapotok

Masképpen: kompakt denaturalt allapotok. Csak akkor figyelheték meg, ha elég sok molekula veszi fel ezeket, tehat ha eléggé
stabilak.

» Hig denaturalészerben vagy szerves oldészerben
« A leginkabb vizsgalt: "olvadt gombéc" (molten globule) allapot
¢ kompakt
¢ nagy konformacios fluktuaciok, kiléndsen az oldallancoknal
¢ laza, nemspecifikus hidroféb kélcsénhatasok
¢ rendezetlen, fluktualé harmadlagos szerkezet
¢ ellenben a nativhoz hasonlé masodlagos szerkezet
¢ szamos fehérjében kimutattak (pl. alfa—laktalbumin, mioglobin)
* "Pre—olvadt—gombéc" (pre—-molten—globule):
¢ kevésbé kompakt, sokkal lazabb
¢ van masodlagos szerkezet, de nem mindig hasonlit a nativhoz
¢ néhany fehérjénél kimutattak (citokrom c, triptofan szintaz)
» "Nagy rendezettségl" olvadt gombdc:
¢ a nativ harmadlagos szerkezet egy része megvan
¢ kevéshé fluktual



+ néhany fehérjénél talaltak (ubiquitin, antitest)
« Vitatott, hogy a koztes allapotok rajta vannak—e a felgombolyodas Utvonalan, vagy "uUtelagazasok" eredményei.

A felgombolyodas altalanos tulajdonsagai

* A nativ allapot tobbnyire reverzibilisen legombolyithaté:
¢ denaturaloszer hozzaadasaval
¢ melegitéssel vagy hitéssel
¢ pH valtoztatdsaval (savanyitas, ligositas)
¢ nagy nyomassal
¢ a diszulfidkotések elhasitdsaval
« Kicsi, egydoménes fehérjék esetében tdbbnyire:

N <—D

kétallapotu atmenet (N nativ, D denaturdlt all.)
A koztes allapotok ezeknél nem figyelhetdek meg. Kooperativitas érvényesul: egy molekula vagy az N, vagy a D
allapotban marad csak meg tartésan, minden egyéb allapotbdl vagy az egyikbe, vagy a mésikba ugrik.

» Mas fehérjéknél koztes allapotok is fellépnek
* A populéciok eloszlasa a felgombolyodottsag mértékének fliggvényében:

N | N
Felgombolyodott
N
i—i_

Atmeneti .

U Legombolyodott U

Bal oldal: egy kétallapotu, kooperativ atmenetet mutat6 fehérje populaciéeloszlasai (kicsi, egydoménes fehérjékre
jellemzd)
Jobb oldal: kéztes allapottal rendelkezd, nemkooperativ Gton legombolyodo, hipotetikus fehérje populéacideloszlasai

A felgombolyodott allapot stabilitasa
Mennyiségek és értelmezésik

« Allandé nyomas és hdmérséklet: a rendszer egyensulyi allapotat a szabadentalpia (G) minimuma adja.



szabadentalpia

. " abszolut .
(Gibbs-féle hdmérséklet Entrépia: a rendszer
szabadenergia) mozgdasszabadsaga,
\ rendezetlensége

G=H-TS

l entalpia

U+pV
l T (hagyiuk)

Belsd energia:
részecskékre

Z Epotencfélfs * Ekmezrkus

részecskék

részecskék kolcsdnhatdsai: mozgasa
elektrosztatikus, Van der

Waals, hidrogénkoétés, stb.
(negativ energiatagok!)

» Kedvezb és ezért spontan médon végbemegy az a folyamat, melynek sordn G cstkken. Kedvezdtlen, ezért spontan
mddon nem megy végbe az a folyamat, melynek soran G névekedne.

A folyamat

jellege G véltozasa | H valtozasa | S valtozasa Ertelmezés

Kolcsonhatasok jonnek Iétre, melyek csokkentik a

- - kicsi belsd energiat, ezaltal a szabadentalpiat

Kedvezd

A rendszer mozgasszabadsaga nd, igy novekszik az

- kicsi + P .
entrépia és ezzel a szabadentalpia

Kolcsdnhatasok szakadnak fel, melyek novelik a

+ + icsi ~ - . -
kicsi belsd energiat, ezaltal a szabadentalpiat

Kedvezotlen

A rendszer mozgasszabadsaga csokken, igy csgkken

+ kicsi - o :
az entropia és ezzel a szabadentalpia

» Az entrépia és az entalpia altaldban egyiranyba valtozik:

¢ Ha kdlcsénhatdsok jonnek Iétre, az entalpia csdkken, s a mozgasszabadsag cstkken, igy az entrépia is csokk
¢ Ha kdlcsénhatasok szakadnak fel, az entalpia nd, s a mozgasszabadsag nd, igy az entropia is nd

» Mi donti el, hogy az entalpiacsokkentd vagy az entropiandveld folyamat valdsul-e meg? A hdmérséklet, amely a
szabadentalpia kifejezésében az entropiat sulyozza.

HBémérséklet Kedvezd folyamat Hova torekszik a rendszer?
Entalpiacstkkenés: kblcsdnhatasok kialakulaspAz alacsony entalpidju allapotok felé (melyekbgn
Alacsony (emiatt valoszinlleg a mozgasszabadsag a mozgasszabadsag valoszindleg korlatozott, pz
csokkenése: entropiacsokkenés) entropia alacsony)
Entrépiantvekedés: a mozgasszabadsag A magas entrdpiaju allapotok felé (melyekben p
Magas novekedése (emiatt valészinlleg kdlcsdnhatdddddlcsonhatasok valdszindleg felbomlanak, az
felbomlasa: entalpianévekedés) entalpia magas)

 Példa: két allapottal rendelkezd rendszer esetében:

+ 1. &llapot: alacsony entalpia, alacsony entrépia (pl. fehérje nativ allapota: sok kélcsénhatas, kicsi
mozgéasszabadsag)

+ 2. &llapot: magas entalpia, magas entropia (pl. fehérje denaturélt allapota: kevés kdlcsénhatas, nagy
mozgasszabadsag [a lanc mozgasszabadsagat a konformacids entrédpia jellemzi)



1. éllapot:

alacsony 2. é[lapot: nagy
entalpia, kicsi entropia, magas
entrépia entalpia

. potencals
energia

A részecskék szamanak eloszlasa:
1. all. 2. all.
] alacsony
homérséklet

M

kdozepes
hdmérséklet

magas
hdmérséklet

M

A valésagban a helyzet bonyolultabb, mert denaturalt allapotban az apolaros oldallancok kortl a viz rendezett, alacsor
entrépia csokkenése azonban jelentdsebb ennél.
A fehérjék termodinamikai paramétereinek hdmérsékletfliggése

A lizozim termodinamikai paraméterei:

Nativ G° Denaturalt
2000 - 2000
1000 - 1000
0 0 -
°
E T T T T T T
S
= 1007 Denaturalt 50 4 AG°=G°(nat)—G°(den)
0 -
0 -
400 -
_50 -
200 -
T T T o T T
0 50 100 7€) 0 50 100

A nativ és a denaturalt allapot kdzotti entalpia— és entrépiakilonbség erdsen hdmérsékletfliggd, mert a két allapot
hdkapacitasa erdsen eltér (a denaturalté sokkal nagyobb a nagyobb hidroféb felszin miatt)

« A nativ allapot stabilitasdanak mértéke a nativ és a denaturalt allapot kdzotti szabadentalpia—kilénbség (deltaG).

« deltaG egy parabolaszer( gérbe, amely két helyen metszi a vizszintes tengelyt:



AG

hideg-  hddenaturacié
denaturacié

T

« deltaG—-nek k6zepes hdmérsékleten van egy szélsdértéke. Itt maximalis a stabilitas

» Az egyik metszéspont a h6denaturacié homérseéklete (olvadaspgnt, T

» A masik metszéspont a hidegdenaturacié hdmérséklete (gyakran 0 Celsius alé esik)

« deltaG 5-15 kcal/mol (20-60 kJ/mol) kdzé esik, tehat a fehérjék stabilitasa kicsi. (Nagy szamok kis kilénbsége)
« az N és U allapotok kozétti egyenslyi alland8-1m’ korili.

A felgombolyodas kooperativitasa
Mi az oka a kétallapoti &tmenet kooperativitasdnak?
* A részlegesen felgombolyodott allapotokban olyan kedvezdétlen kblcsdnhatasok lehetnek, amelyek sem a nativ, sem a

denaturalt allapotban nincsenek meg
» Az egyes kolcsdnhatasok kooperativitasa

TN NG

P
-

Két kdlcsonhatas. Mindkettd erdsiti a masikat egy lambda kooperativitasi faktorral. Ok: kézelebb hozza a kélcsénhat6
partnereket, igy kisebb lesz az entrépiakoltség.

Tobb kolcsénhatas esetén: Példa:



10*
102
¥ o9k
1072
107
J I | ! !
10710~ 3
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107° ':é
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2 4 6 8 10
Number of simultaneous interactions

+ 10 kolcsonhatés van, a legombolyodott allapotban mindegyikre K=10

¢ A kooperativitas lambda=10 egydutthatéval érvényesill

¢ Emiatt ha n kélcsonhatas mar megvan, akkor az n+1. K*lafrdgigensulyi allandoval jon létre (felsd
grafikon)

¢ Also grafikon: A legombolyodott allapot és az n kélcsdnhatast tartalmazoé allapot k6zétti egyensalyi allandé.
Eleinte csokken, majd néni kezd. 10 kdlcsdnhatasnal az allapot stabilizalodik.

¢ Tehat sok gyenge kdlcsdnhatas a kooperativitas miatt stabilizalja egymast.

A felgombolyodas modelljei

* "Nukleacio és gyors ndvekedés" (Wetlaufer 1973)

A sebességmeghatarozo lépés egy "folding mag" keletkezése. Ha ez megvan, a felgombolyodas mar erre épitkezve
gyorsan végbemegy. (Téves.)
Kinetikai séma:

U I1 -~ | = | ~ N
Lassu

* "Puzzle jaték" (jigsaw puzzle, Harrison és Durbin 1985)

Mivel a denaturalt allapotban minden molekula konformaciéja mas, mindegyik mas Gtvonalon gombolyodik fel.
Ahogyan egy puzzle-t is sokféle sorrendben lehet 6sszerakni.
Kinetikai séma:



« "Diffazié—kollizio—adhézid" (Karplus és Weaver 1976)
A legombolyodott fehérjében idénként nativszerd mikrodomének (pl. hélixrészlet) jelennek meg, mikézben a lanc része
diffizios mozgast végeznek. Ha a mikrodomének dsszetalalkoznak, 6sszetapadnak és stabilizaljadk egymast.

* Hierarchikus modellek:
Felgombolyodas a szerkezeti hierarchia szerint. Mag, masodlagos szerkezet, szupermasodlagos, domén, monomer,
oligomer.

» Modularis modellek
Szubdomének mint modulok énalléan felgombolyodnak, majd asszocialédnak

« "Keretmodell" (framework model, Baldwin 1989)
A masodlagos szerkezeti elemek koran létrejonnek (ez a felgombolyodas elsd 1épése) és meglehetdsen stabilak. KésE
jon létre a harmadlagos szerkezet. (Ez egy hierarchikus modell.)

A. Framework Maode!

Unfaldeg Secondary Intermediate Native
Structure Compact State

« "Hidrofdb kollapszus" (Dill 1985)
Az elsd lépés a lanc 8sszeesése a hidrofob kélcsdnhatas miatt. A masodlagos szerkezet csak ezutén vagy ezzel

egyiddben jon létre.

« "Hidrofdb cipzar" (Dill 1993)
A hidroféb kélcsénhatas cipzarszeri viselkedése segiti a masodlagos szerkezeti elemek |étrejottét.
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A felgombolyodas nyomon kdvetésének technikai
Altalanosan: a fehérjét denatural6 kbzegbdl gyorsan olyan kérnyezetbe vissziik, amely a nativ allapotnak kedvez. PI.
« nemdenaturalé pufferrel kihigitjuk
« hidegdenaturalt fehérjét hirtelen félmelegitiink (T—ugras)

« fotokémiai reakciéval inditunk

Ezutan a felgombolyodas folyamatat kévetjik.

A felgombolyodas beinditdsanak modszerei

» Keveréses modszerek
¢ Stopped-flow médszer (enzimkinetikabol ismert)
Observation

Filling { Lighe
b source
: i cell

r Mixing
chamber | )
Filling i Waste

Detection
system

Drive

Stop

Stopping syringe

Switch

Itt a két hengerben nem szubsztrat és enzim, hanem fehérje és nemdenaturalé puffer van. A dugattytkat
benyomjuk ——gyors dsszekeveredés. A megallitd dugattyd Utkézése allitja meg az aramlast és inditja el a
mérést.
Holtidd: kb. 1 ms.

¢ Turbulens kevergk
PI. Berger—féle golyos keverd.
Holtidd: >100 mikrosec vagy t6bb

¢ Folyamatos aramlasu rendszerek. Holtidd: par 10 mikrosec.

+ "freejet" (szabad sugaras) modszer: laminaris aramlas kis nyilason. Holtid®: par 10 mikrosec.

* Nem keveréses mddszerek

¢ Flash fotolizis: fotoreakcié lézervillanassal

¢ Feényindukalt elektrontranszfer (redoxfehérjénél oxidalt denaturdlt allapotban elektrontranszfer
felgombolyodast indit)
Holtidd: < 1 mikrosec

¢ T-ugras, gyors fitéssel

10



elektromos kisliléssel: holtidd 10 mikrosec
|ézerrel: 20 nanosec!!!

A felgombolyodas kovetésének modszerei

active site

{catalysis)

solvent or ion exclusion
(fluorescence quenching)

mobillity
(near-UV CD)

tertiary conlacts
(nuclear Overhauser
effect)

/

secondary structure
{far-Uy CD)

stable hydrogen bonding
(protection against
hydrogen exchange)

distance
(transfer of
tluorescence
energy)

CHg

™~

side-chain energetics
(protein engineering)

1”2

témegspektroszkdpia

Tulajdonséag Mdodszer Felbontas Mit mér?
Belsd fluoreszcencia <lms Foleg a triptofanok orientacidja és koérnyezet
A hidroféb mag Ultraibolya elnyelés ms Foleg a tirozinok orientacioja és kornyezete
szorossaga . . A s
Kiils® (ANS) fluoreszcencia | ms H|drofol:,> foltok és arkok képzddése,
felbomlasa
. . A triptofanok elszigeteltsége kilsd, hidrofil
Fluoreszcencia quenching | ms ~
quencherektdl
Ciszteinil quenching 10s A ciszteinek védettsége hidrofil reagensektdl
. . o A triptofanok mozgékonysaga és kb.
Fluoreszcencia anizotrépiajal ms .
molekulameéret
A molekula merete Fluoreszcencias ms Triptofan és egy kovalensen kapcsolt fluorofc
energiatranszfer tavolsaga
Kisszdgl rontgenszoras <100 ms Atlagos giraciés sugar
Kvéazielasztikus fényszoras |1s Atlagos giraciés sugar
Cirkuléris dikroizmus tavoli Szekvenciara és populaciora atlagolt
ms . L
UV-ben gerinckonformécio
Masodlagos szerkeze
és tartds H-kotések | "Pulse-labelling” NMR 5-10 ms Hol vannak stabil amid és triptofan H-kotése)
"Pulse—labelling" Hidrogénkotések képzddése diszkrét
9 5-10 ms intermedierekben. Heterogén populaciét

felbontja!
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Harmadlagos Biolégiai aktivitas ms—s Nativ szerkezet az aktiv helyen

Megszakitott felgombolyodés$ 10 ms Diszkrét intermedierek legombolyodasi

szerkezeti sebessége (mint stabilitAsuk mértéke)
kontaktusok, nativ
szerkezet megléte Clrkularis dikroizmus kozeli Stabil kontaktusok aromas csoportok kozott
ms : .
UV-ben diszulfidhidak
Valés idejd NMR 1ls Specifikus kontaktusok oldallancok kozott

Az egyes oldallancok energiajaruléka a diszKrét

Mutacios vizsgalatok intermedierek stabilitisahoz

Az atmeneti allapotok jellemzése

« Atmeneti allapot: nagy energiaju, igen révid élettartami (ne keverjilk 6ssze a koztes allapottal), allapot, két stabil allap
kozotti energiagat teteje.
« Jellemzése csak kdzvetett modszerekkel lehetséges:
Kulonféle tényezdk hatasat vizsgaljuk a felgombolyodas sebességére, ebbdl az atmeneti allapot tulajdonsagaira
kovetkeztethetlnk. Pl.:
¢ Homérseéklet ——> termodinamika, aktivalasi energia
¢ Nyomas ——> relativ molaris térfogat
¢ denaturaloszerek ——> vizzel érintkezd felszinek
¢ ionerdsség, pH ——> ionizalhaté csoportok jarulékai
» Ezekbdl altalanos kép: az atmeneti allapot kompakt, de laza konformaciok halmaza

A felgombolyodas kinetikai jellemzdi
k
f

D

" ket allapot esetén a felgombolyodas "reakcioegyenl N
u

ks a felgombolyodas,ka legombolyodas sebességi allanddja. A sebességi allanddk

atmeneti all. © .
BafRT | =Ae E2YRT Az egyensulyi allando:

} kapcsolata az aktivalasi energiakkatAe
Keqki/ky

a,

E

a,u

° /

N

A sebességi és egyensulyi allandok tipikus hdmérsékletfiggése (Arrhenius—abrazolas és
Van't Hoff-abrazolas)
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» Az In K dbrazolva 1/T fuggvényében: Van't Hoff-abrazolas. Meredekségébdl a reakcié entalpiaja (deltaH) szamithato

ki.
» Az In k &brazolva 1/T fuggvényében: Arrhenius—abrazolas. Meredekségébdl a reakcio aktivalasi energiaja szamithato
ki.

* A Keq Van't Hoff-abrazolasa kismértékben gorbiilt, ez deltaH hémérsékletfliggésébdl ered, ez pedig a nativ és denatur
allapot kozotti hdkapacitas—kilonbségbdl. Utdbbi abbol adédik, hogy a felgombolyodas soran hidroféb felszinek
temetddnek el. (A hdkapacitds ugyanis aranyos a szabadon Iév6 hidrofob felszinek 6sszfellletével.)

* ks és k Arrhenius—abrazolasabol az atmeneti allapot milyenségére lehet kdvetkeztetni:

¢ Kuntolding (Fku) Arrhenius—abrazolasa linearis ——> a legombolyodéas aktivalasi energiaja hdmérsékletfliggetlen,
tehat az 4tmeneti allapot hdkapacitdsa megegyezik a nativéval. Ez azt jelenti, hogy az atmeneti llapotban
ugyanakkora hidroféb felszin van szabadon, mint a nativ allapotban.

¢ Kietolding (Zk) Arrhenius—abréazolasa erdsen gorbult ——> a felgombolyodéas aktivalasi energiaja
hdmérsékletfiiggd, tehat az atmeneti allapot hdkapacitdsa eltér a denaturaltétol. Ez azt jelenti, hogy a denatur
allapotbhdl az atmeneti allapotba keriilés soran hidrofob felszinek temetddnek el.

¢ Konklazio: az atmeneti allapot sokkal inkdbb a nativ allapothoz hasonlit, mint a denaturélthoz.

* (Csak véletlen, hogy a harom gorbe egy pontban metszi egymast)

Kinetikai modellek

A legombolyodas kinetikaja alt. egyszerQ: két allapot, egy sima sebességi allando
* A felgombolyodas kinetik4ja &lt. bonyolult

+ néhany kis fehérje esetében itt is j6 a kétallapot—-modell

+ de altalaban tobb kinetikai fazis:

u1\
l
U24-f--'"‘"1\

Lot
usj\?i- SN
U4
Uq—bls

A nemnativ allapotok heterogén populéciét alkotnak
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A felgombolyodas realisztikusabb séméja

e - ...
haad e Ll -
~ e,
e .,

Denaturing conditicns

Nativa conditions.

(a) legombolyodott molekulak

(b) hidroféb kollapszus, megjelend masodlagos szerkezeti elemek, nukleacids helyek
(g) a végcél: a nativ fehérje, jobbkezes hélixkdteg

(f) rossz konnektivitdsu konformacio

(d) rossz topoldgia: balkezes elrendezddés (hibas)

(e) megfeleld elrendezddési, de még laza allapot

(c) a nem megfeleld koztitermék Gjbdl legombolyodhat

(c") vagy atrendezddhet.

Tolcsér: a folyamat soran egyre csokken a hozzaférhetd allapotok szama (entrépia)

Az "0j szemlélet"
« A kismolekuldknal megszokott reakcidkinetika fogalmai nehézkesen alkalmazhat6ak a felgombolyodasra.
 Heterogén populaciok vannak
* Nincs egyértelm( reakcidkoordinata

Az Uj szemlélet kulcsfogalma: energiafellilet

Felgombolyodasi tblcsér

» Szabadentalpia—feltlet

« Flgg0leges tengely: a molekula un. belsd szabadentalpigja. (az adott konforméacidhoz tartozé szabadentalpia, figyelen
véve az 0sszes lehetséges oldoszer—konfiguraciot). Tehat a molekula konformacids entrépiaja nincs benne.

* Vizszintes tengelyek: a fehérjéhez tartozé konforméacids szabadsagi fokok. (Pl. az 6sszes lehetséges torzios szbg a
fehérjében). Tehat a felllet minden egyes pontja a fehérje egy konformacidjanak felel meg.

» Sokdimenziés felllet sokdimenzids hipertérben. A 3D dbrazolasok csak szemléltetések
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» Az egyes molekulak a legmélyebb pontot keresik, minden molekula mas—mas Utvonalat bejarva, mikozben a hdmozga
l6kodi Bket. A felllet globalis minimuma a fehérje nativ allapotanak felel meg, ide szankaznak le a molekulak a télcsér
oldalan.

A fenti sima felllet a legegyszeriibb, kétéllapotl rendszernek felel meg.

Altalanos eset:

* bonyolult domborzat, dombok, godrok, arkok, sok lokalis minimum ——> bonyolult felgombolyodasi kinetika

Két frakcidbol allo sokasag a denaturalt allapotban (lizozim ilyen):

« lassan (B) és gyorsan (A) gombolyodo frakcié

A Levinthal-paradoxon feloldasa

L 4\

Levinthal javaslata: Utvonalak:

s

=
=
S

M
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Valosag: tolcsér!
A felgombolyodas termodinamikai vagy kinetikai kontroll alatt all?

Valasz: A nativ szerkezet termodinamikai kontroll alatt all (a szabadentalpiafeliilet globélis minimuma). Ezt az allapotot azonba
a felgombolyodas soran kinetikus kontroll alatt all6 intermediereken keresztiil éri el a fehérje.

Mindig a globalis minimum-e a nativ allapot?

Nem. Ellenpélda: plazminogén aktivator inhibitor-1

Initial metastable structure Final stable structure

« A biolégiailag aktiv forma instabil, par 6ra alatt atalakul egy stabilabb allapotba
 Szerkezeti valtozas: a lanc egy része beépil a kozépsd béta—-lemezbe
« Energiafelllete efféle:

A régi és az Uj szemlélet 6sszehasonlitasa

Régi szemlélet Uj szemlélet
Szinpad Utvonal Energiafellilet (tdlcsér)
~ Jdl elkulonuild, hatarozott szerkezetl, megjeldlheld, . o : A
Szerepldk allapotok (pl. N, D. 4, Iy, stb.) A konformécidk heterogén, dinamikus sokasagai
Torténés Egymas utan, meghatarozott sorrendben térténd | Sok parhuzamos szalon futo, diffaziészera

események sorozata mikroszkopikus események

Modern médszerek (pulse-labelling NMR és
témegspektroszkdpia, mutacids vizsgalatok, gyor
lézerinditast mérések)

Hagyomanyos, optikai jelek valtozdsain alapuld

Kisérleti hattér Py
mérések

4

Statisztikus fizika: spintiveg—modellek és

Elméleti alap | Klasszikus kémiai reakcidkinetika .
racsmodellek
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