Felgombolyodasi kinetikak, mechanizmusok

1. Alapkisérletek

2. Tébballapotu viselkedés

3. Hidrogénkicserélddéses médszerek

4. Példak a felgombolyodas részletes jellemzésére

Alapkisérletek

» Egyensulyi felgombolyodasvizsgalatok
¢ Egyensuly létrehozésa denaturdlészer jelenlétében
¢ Egyensulyi hddenaturacio
« Kinetikus felgombolyodasvizsgélatok
+ Fel- vagy legombolyodés inditdsa denaturalészer jelenlétében (gyors keverés)
+ A folyamat nyomonkdvetése alt. optikai uton

« Vannak—-e koztes allapotok (kdztitermékek)?
+ Egyensulyi kdztitermékek: annyira stabilak, hogy egyensulyi &llapotban észlelhetdek
+ Kinetikus koztitermékek: metastabilak, csak kinetikus mérés sordn észlelhetbek
¢ Ha nincs észlelhetd aranyban felhalmoz6do koztitermék, akkor kétallapotu viselkedésrdl beszélink.

Egyensulyi kisérlet
Denaturaloszerrel (D, urea vagy guanidin—hidroklorid, GdnHCI) végezve:
» Fehérjemintakat kulénb6z6 koncentracioji (D) denaturalészer—oldatokban allni hagyunk
« A D koncentracié 0-t6l toményig terjed (8M urea v. 6M GdnHCI)
» megvarjuk a fel- és legombolyodas egyensuilyanak bealltat (6rak)
« megmériink egy optikai jellemzdt, mely érzékeny a konforméciora (cirkularis dikroizmus, fluoreszcencia)

Kétallapotu viselkedés esetén:
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szigmoid gorbe (S alaku).
Barmely D—nél a legombolyodas egyensulyi allandéja:
Ky(D) = [UJ[F] = (I = I(D))[(I(D) — 1)

ahol I(D), ill. Iz és |, a mért optikai jellemz6 D denaturdlészer—koncentracié mellett, ill. nativ (folded, O
denaturalészer-koncentracio) és denaturdlt (unfolded, maximalis denaturaldszer—koncentracio) allapotban.

Ky—bdl a legombolyodas szabadentalpigja:

deltaG(D) = - RT In K(D)



Kétallapotl rendszernél ez linearis:

deltaG(D) = deltaG,, - mD
ahol deltaG i, a vizben (D=0) érvényes legombolyodéasi szabadentalpia,

my meredekség: konstans, aranyos a legombolyodaskor hozzaférhetévé valo felszin nagysagaval.
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Az egyenest a D=0 denaturalészer—koncentraciéra extrapolalva megkapjuk g getia€ket, ami a fehérje stabilitasanak
mértéke vizben.

Hédenaturacio utjan

« A fehérjeoldatot lassan melegitjik, iddt hagyva az egyensuly mindenkori beéllasara

« Optikai jellemz6t vagy hdelnyelést mérink

« Optikai jellemzénél: kiértékelés hasonld, mint a denaturalészernél; Van't Hoff-plotok

» Hoelnyelés mérésénél (kalorimetria): minden termodinamikai mennyiség szamithato.
¢ Tipikus hékapacitasgorbe:
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+ kalorimetrikus entalpia: gorbe alatti tertiletbdl
+ Van't Hoff-entalpia: a gérbébdl, kétallapotl atmenetet feltételezve

Az egyensulyi legombolyodas kétallapotlisaganak feltételei

1. A denaturalészeres mérési adatoknak illeszkednitk kell a kétallapota atmenetre jellemzd gorbére (szigmoid, ill
deltaG-ben egyenes).

2. Az atmenetnek fliggetlennek kell lennie az allapot nyomonkévetésére hasznalt, mért jellemzotdl (fluoreszcencia,
elnyelés, CD, NMR, stb.)

3. A Van't Hoff-entalpianak meg kell egyeznie a kalorimetrikus entalpiaval




Kinetikus kisérlet
A sebességi allandok mérése

« Ateljes jellemzéshez kuldnféle denaturalészer—koncentraciok mellett mérjik a fel- vagy legombolyodas sebességét:
¢ Alacsony denaturalészer—koncentracioknal felgombolyodasi kisérleteket végzink: teljesen denaturalt
allapotbdl hirtelen kihigitjuk a denaturaldészert agy, hogy alacsony legyen a koncentraciéja
¢ Magas denatural6szer—koncentracioknal legombolyodasi kisérleteket végziink: teljesen nativ allapotbdl
denaturalészer hirtelen hozzakeverésével inditjuk a folyamatot
« A keverés utan valamilyen optikai jel (pl. fluoreszcencia, cirkularis dikroizmus, abszorpcio) idéfliggését mérjik.
« A mért jel iddfiiggésére exponencidlis lecsengések 6sszegét illesztjik:

I(t) = I;+Aexp(— k) + Aexp(— kt) + ...
(itt t az idot jelentil)

« A : amplitiddk, k: sebességi allandék (vagy taivk idéallandok)
» Ha egy exponencialis elég, akkor monofazisos az idodfiiggés, ha kettd kell, akkor bifazisos, stb.

1 Monofézisos: 1.0%exp(-1.0%t) ——
0.9 Bifazisos: 0.7*exp(-5*x)+0.3%exp(-0.2%x)
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A kinetika elméleti leirasa és a mérés értékelése kétallapotl rendszernél
« Kétéllapotu viselkedésnél a nativ és a denaturalt allapotot egymastél egyetlen energiagat valasztja el, ez az atmeneti
allapot.

« Ha van egy atmeneti allapot (jele: t, transition state), feltehetjik, hogy annak szabadentalpiaja is lineéarisan fligg a
denaturalészer—koncentraciotol:

Gt(D) = c;t,viz - mD

és m-vel jeldljuk a fliggés meredekségét.
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Denaturant Activity (D}
(mindent a felgombolyodott &llapothoz viszonyitvar<{€ tekintsiik 0-nak barmely D—nél) a delték elhagyhatdk; az
abran még RT-vel is osztottak a szabadentalpiakat, ezt most hagyjuk figyelmen kivdil).

« A fel- és legombolyodas sebességi allandoi az aktivalasi energidktél fliggenek:
¢ Alegombolyodas aktivalasi energiaja; @y

k. =K exp(- GRT)

+ A felgombolyodas aktivalasi energiaja; 6 Gy, igy

k, = K exp(=(G- G,)/RT)
« Kinetikai mérésnél az egyensulybdl valé kibillenés (a denaturadlészer—koncentracié hirtelen megvaltozdsa) utani
relaxacié (0j egyensulyi allapot felvételének folyamata) sebességét mérjik. Ennek megfigyelhetd sebességi allandoja
(ezt kapjuk meg az optikai jel iddfliggésébdl a fentebb leirt illesztésbol):

Koeotay = Kai + K,

» A D-tdl valé figgést bevive és az egyenlet logaritmusét véve kapjuk:

IN K0, = IN (K, €xp((M — M)D) + K, ,, exp(- mD))

« Ezt mérési adatok alapjan abrazolva kapjuk az tun. chevron plotot:
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Jellegzetes, V alaku plot (chevron: forditott V alakd katonai rangjelzés). A V alak abbdl adédik, hogy alacsony
denaturalészer—koncentracional a felgombolyodas, magasnal a legombolyodas sebessége nagy, kdzepesnél mindket
kicsi.

+ Jobb oldali ag: legombolyodasi &g (legombolyitassal mérhetd), meredeksétpngalymetszete Ingk;,
« Bal oldali 4g: felgombolyodasi ag (felgombolyitassal mérhetd), meredekségenptengelymetszete Ineki,
» A mérésbdl meghatarozhatg @s ny. (Az my egyensulyi mérésbdl is, Id. fentebb.)

¢ m; ardnyos az atmeneti allapotban hozzéaférhetdvé valé felszinnel

¢+ (my - m)/my az atmeneti allapot pozicidjat jellemzi (hol van a reakciékoordinatan)



« D denaturalészer—koncentracié: valdjaban az aktivitassal kell(ene) szamolni, ez nemlinearis fliiggvénye a
koncentracionak, néha alkalmazzdk

A kinetika kétallapotlisaganak feltételei

1. A fel- és legombolyodasnak is monofazisosnak kell lennie

2. In kmegtigy —Nek a fenti egyenlet szerint kell fliggnie a denaturalészer—koncentraciotol: a chevron plot mindkét aganak
egyenesnek kell lennie.

3. A kinetikus kisérletekbdl szamolt paraméterek értékeinek (egyensulyi allageleike, my=[felgombolyodasi ag
meredeksége] + [legombolyodasi ag meredeksége]) meg kell egyeznie az egyensulyi kisérletekbdl nyert értékekkel.

Példak kétéllapota viselkedést mutato fehérjékre

Példa: Kimotripszin inhibitor 2

Szerkezete

64 aminosav, egy négyszallu béta—-lemez és egy hélix
Egyensulyi kisérlet

GdnHCI denaturéacio fluoreszcenciaval kdvetve:
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Az egyensulyi kisérletben pontosan illeszkedik a kétallapota modelire.

Kinetikai kisérlet:
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A kinetikai kisérletben is pontosan illeszkedik a kétallapotl modellre. Inzert: ugyanez barnadzon kimérve (a felgombolyodési ag
nemlinearis ——> nem kétéllapotu viselkedés).

Egyetlen kooperativ egység. Egyéb kisérletek kimutattdk: a masodlagos és a harmadlagos szerkezet egyidejlleg alakul ki, a
hierarchikus modell itt nem teljesul! A kimotripszin inhibitor 2 minden tekintetben tokéletesen kétallapotu viselkedést mutat.

Egyéb, kétallapotu viselkedést mutato fehérjék

» Szamos kis, egydoménes fehérje, pl.
+ Alfa—helikalis fehérjék: monomerikus lambda represszor, citokrom c (specialis kérilmények kdzott)
+ Béta—fehérjék: tendamisztat, CspB hidegsokk—fehérje, SH3 domének
¢ Béta—szendvicsek: twitchin, tenascin, stb.
+ Alfa/béta fehérjék: Kimotripszin inhibitor 2, Arc represszor, ubiquitin (pontmutans), villin, stb.
» Nagy valtozatossadgot mutatnaliKoen is és az atmeneti allapot pozicidjaban is
« Legfeljebb kb. 100 aminosavrészbdl allnak (a legnagyobb 107).
* Némely esetben a kétéllapotl viselkedés kdnnyen megszintethetd (mutécio, koérilmények véaltoztatasa)
« A felgombolyodas kinetikai paramétereit elsdsorban a fehérje topolégidja hatdrozza meg (hasonlé topolégia ——>
hasonlé paraméterek)
» Mésodlagos szerkezet: alfa—helikélis fehérjék gyorsabban gombolyodnak-e fel, mint a béta—szerkezetliek? Van
korrelacio, de sok a kivétel.
« Lokalis/nemlokalis kontaktusok szama 6sszefiigg—e a felgombolyodasi sebességgel? Van némi korrelacié. (Tobb
nemlokalis kontaktus ——> lassibb gombolyodas)

Tobballapotu viselkedés
Példa: lizozim és a foszfoglicerat kinaz (PGK) izolalt N-terminalis doménje
PGK N-domén (175 aminosav)
Egyensulyi kisérlet:

GdnHCI denaturacio



Fluorescence Intansity
(arbitrary units)

Fluorescence Intensity at 305 nm
{relative to folded stata)
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Szigmoid gorbe, az egyensuly kétallapotu
Kinetikai kisérlet:
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Fent: a fel- és legombolyodas relaxacios gorbéi: monofazisosak



Lent: a chevron plot felgombolyodasi aga nemlinearis ——> kétallapoti modellnek nem felel meg.

Az adatok illeszthet6ek haromallapotd modellre: U=1=F

Lizozim (129 aminosav)

Szerkezet

Tyuktojas-lizozim: egy alfa és egy béta domén

Egyensulyi kisérlet:
szigmoid gorbe, kétallapoti egyensuily

Kinetikai kisérlet
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* (a): 5,4-rd6l 0,49 M GdnHClI-re higitas. Haromfazisu kinetika: (1) UgrasszerQ csokkenés (holtiddben), (2) gyors
csokkenés, (3) lassabb emelkedés

* (b): 5,4-rd6l 2,8 M GdnHCl-re higitas. Egyfazisu kinetika, lassu.
* (c): Denaturéacios atmenetek: sima egyfazisu gérbék

Chevron plot: ha tobb fazis van, mindegyik fazis sebességi allandéja alapjan készithetiink chevron plotot:
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* Felsd gorbe a gyors, alsé a lassu fazisok sebességi allandoi alapjan
 Felgombolyodasi ag nemlinearis ——> nem teljesil a kétallapotu kinetika
« Az adatok négyallapoti modellre illeszthetdk: U=1=1=F

A lizozim felgombolyodasa tehat kilénésen komplex: négyallapoti felgombolyodas!

Szabadentalpia—profilok

A mérések alapjan meghatarozhat6 az atmeneti allapotok és a kdztes allapotok szabadentalpidja és reakciokoordinatan vett
pozicidja (reakciokoordinata: a nativ allapotban eltemetett felszinek hozzaférhetbsége az adott allapotbasez az m
m; értékekbdl szarmaztathatd). A PGK-ra és a lizozimre a fenti mérések alapjan a kdvetkezd szabadentalpia—profilok adédnal

30

Free energy (kcal.mol™) relative to folded
state

Degrse of solvation (m/m,}

Egyéb, tobballapotu viselkedést mutato fehérjék

« A 100 aminosavnal hosszabb fehérjék altaldban, pl. barnaz, lizozim, GroEL chaperonin apikalis doménje, ribonuklaz F
izolalt PGK-domének, citokrom c (bizonyos koriilmények kdzott)



« Nem kiilénbéznek Iényegesen a kétallapotian gombolyodé fehérjéktdl sem a sebességi allandékban, sem az atmene
allapot pozicidjaban, sem a térszerkezet komplexitasaban

« Altaldban nagyobb a stabilitasuk, mint a kétallapottaknak

« Néha stabilizalassal kétallapotu fehérjét haromallapotiva, destabilizacidval haromallapotit kétallapotiva lehet alakita

« A felgombolyodast kinetikus csapdak, hibasan gombolyodott kdztitermékek komplikaljak

Hidrogénkicserelddéses modszerek
Hidrogénizotop—kicserélddes

 Fehérjét nehézvizbe helyezve a labilis protonok deuteronra (deutérium magja) cserél6dnek.
« A kicserélddés sebességi allandoja (teljes hozzaférés esetén):

k.= k[H]+ k,[OH]
sav- és baziskatalizalt, minimuma pH=3-nal (pH=3-nal a leglassubb, ettdl eltérve gyorsul)

 Denaturdlt fehérjénél oldallancok szekvenciafiiggd mdédon befolyasoljak a kicserélddést.
» Felgombolyodott fehérje belsejében I1évd protonnak eldbb felszinre kell kerilnie.

ku kc kf
F(H) — U{H)-= > U(D) = F(D
(H) ; (H) (D) K (D)

(U a denaturdlt, F a nativ allapot, H a hidrogén, D a deutérium)

» Ha a felgombolyodott allapot energetikailag er6sen kedvezd, akker K, igy a megfigyelhetd kicserél6dési sebesség:

k.= kk/(k + k)
Két hatareset:

¢ EX,; mechanizmus:;k>> k esetén: szerkezeti fluktuacio gyors a kicserélddéshez képest (kicserélddés—Ilimitalt
mechanizmus). Ekkor

kex = Kopkc

ahol Ky, a protont rejtd hely felnyilasanak egyensdlyi allandoja. Reciproka/lkek védettségi tényezd. A
kicserélodés sebességét az éppen kinyilt allapotban 1évd proton relativ koncentracioja hatarozza meg. Sok
kinyilds kell egy kicserélddéshez.

¢ EX; mechanizmus:;k< k esetén: szerkezeti fluktuacio lassu a kicserélddéshez képest (felnyilds—Ilimitalt
mechanizmus). Ekkor

kex - KJ
a kicserélddés sebességét a kinyilasi sebesség hatdrozza meg: minden kinyilaskor csere van.

« EX; a leggyakoribb eset. BXakkor valésul meg, ha a fehérje destabilizalt (lassan gombolyodik fel) vagy ha erdsen
bazikus a pH (gyors a kicserélddés).
A két mechanizmus elkulénitése: pH-fliggés alapjan.
¢ EX;—nél a k erBs pH-fliggése jelenik meg
¢ EX;—nél csak kesetleges pH-fliggése

10



Pulse-labelling (impulzusjel6léses) hidrogénkicserélodés

@
Denatured protein
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l Start folding
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Kisérleti elrendezés:

S1: denaturdlt fehérje nehézvizben

S2: visszagombolyitd puffer

S3: impulzuspuffer (magas pH8
S4: ledllito puffer (alacsony pH)
M1, M2, M3: keverések

t¢: visszagombolyodasi idd (a jeldlés elbtt)

ty: impulzusidd

Koncentraciévaltozasok az idd fliggvényében:

11

el

« teljesen deuteralt, denaturalt fehérje (eldzdleg
nehézvizes denaturaldszerben &ztattuk sokaig)

« elinditjuk a felgombolyodast, majd adqtidd mulva

* magas pH-n egy adott idétartamQ+val készitett
pufferldkettel (impulzus) megjeldljik a hozzaférhetd
protonhelyeket (ezeken a helyeken a deuteronok
protonokra cserél6dnek). Ezzel Iényegében
pillanatfelvételt készitlink a fehérje adott allapotarol.

« alacsony pH-ju pufferrel megallitjuk a kicserélddeést,
hogy a védettebb deuteronok megmaradhassanak (a
H-kotésben lévok). (Ha hagynank a magas pH-ju
puffert, egy idd utan mindegyik deuteron protonra
cseréldodne.)

* hagyjuk befejezddni a felgombolyodast

* a jelolt mintat NMR-rel vagy tomegspektroszkopiaval
vizsgaljuk: NMR-rel a kicserélddott protonok helye
azonosithato, tdmegspektroszkdpiaval a szamuk és
heterogén minta esetén az eloszlasuk is

* A kisérletet ¢ valtoztatasaval sokszor megismételjik, igy
pillanatfelvételeket készitve a felgombolyodas
folyamatardl, kiilénbdzd idépontokban.

Osszegylijtés
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Mért mennyiség:

- a fehérje egyes régiodiban 1évd protonok jeldlhetdsége a felgombolyodasra hagyott idd fliggvényében. (Minél hosszabtk
ideig hagyjuk menni a felgombolyodast a jel6lés elbtt, annal kevesebb molekuldban lesznek még hozzaférhetbek a
jelélhetd protonok, tehat a jelolhetdség csokken!)

* az egyes protonok védettségi tényezdje (ez ndvekszik a felgombolyodasi id6 eldrehaladtaval)

Példak a felgombolyodas részletes jellemzésére
Lizozim felgombolyodasanak vizsgalata
Impulzusjel6léses hidrogénkicserélddés, NMR-rel kbvetve

Kulénbozb régiok jeldlhetdségének csokkenése az idd fuggvényében:
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« A gorbék nem esnek mind egybe ——> vannak intermedierek
« Bifazisos gorbék
¢ Gyors fazis: 7 ms kordli idéalland6. Amplitiddja a hélixeknél 40%, a béta—doménnél csak 24%
¢ Lassu fazis: a hélixeknél <100 ms idéallandd, a béta—doménnél >100 ms
¢ az alfa—domén minden gorbéje kb. ugyanolyan, mindkét fazis ——>a domén magja kialakulhat, mikézben a bé
még nem stabilizal6dott
» Szekvencialis események vagy parhuzamos utak?
A bifazisos gorbék két lehetséges magyarazata:
1. A gyors fazisban az adott proton az 6sszes molekulaban részleges védettséget szerez, egy gyengén stabil
koztitermékben. Ez a lassu fazisban alakul at stabilabb szerkezetté. (Egy kdzos Ut.)
2. Az adott amidcsoport a molekulak egy részében teljes védettséget szerez, a tdbbiben semmit. Az utébbi frakc

a lassu fazisban szerzi meg a védettséget. (Két parhuzamos ut.)
Hogyan kulonithetd el?

¢ 1. esetben EX 2. esetben EXmechanizmus makddik, igy a két eset a pH-fliggés alapjan elkilonithetd.
Eredmény:

11 ms Refolding time 108 ms Refolding time
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100 « Domain 100 a
a d
801 607
60¢] { ] I 604
40 [ 404
] o ] ]
0 T 0 T T T
85 9 95 10 10.5 85 9 2.5 10 10.5
p Domain “00 B Domain
g 100 p 2
3 B0 i i I i 30
60 60 E
2 o | ! i
g 404 i 40
o
s 2 20
) M S
85 9 8.5 30 108 B5 9 9.5 10 10.5
Trp63, Cys64, [le?6 Trp63, Cys64, 11e78
100 100
¢ S
804 80M
60 } ] 60K
40 [ { 404 X
20H
2 A
(] T . ; [ 1 7 v
85 8 85 10 105 85 9 95 10 105
pH

¢ Tobbnyire nincs kivehetd pH-fliggés ——> tdébb parhuzamos Gt van

Cirkularis dikroizmus, stopped-flow méréssel
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* Felsd: tavoli UV-tartomany (masodlagos szerk.). Harom fazis:
1. Megugras a holtidén belll (2 ms). Hélixtartalomra utal.
2. Tovabbi valtozas kb. 80 ms—ig. A nativ értéken tulld (vsz. diszulfid kromoférok miatt). Id6allandé nem esik
egybe a hidrogénkicserélédésnél mértekkel.
3. A nativ szint elérése 300 ms iddalland6val (béta—domén lassu fazisanak felel meg)
« Alsé: kozeli UV-tartoméany (harmadlagos szerk.). Két fazis:
1. Gyors (amplitudd 32%), idéallandd 10 ms
2. Lassu (amplittdo 68%), iddalland6 285 ms

A béta—domén hidrogénkicserélddéséhez hasonl6 fazisok.
Impulzusjeldléses hidrogénkicserélddés tomegspektroszkdpiaval mérve

(electrospray ionization mass spectrometry)
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Jél lathato a koztes allapotok heterogenitasa. Egy koztitermék kilondsen nagy mennyiségben talalhatd, ebben az alfa-—domén
létrej6tt, a béta nem.

Egyéb mérések
triptofanok fluoreszcencidja, fluoreszcencia quenching, ANS-kétés, inhibitorkétés, stb.

Az dsszkép:
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1. Legkorabbi allapot (<2 ms): részlegesen dsszeesett, fluktuald, jelentds masodlagos szerkezet, nincsenek stabil
harmadlagos kdlcsdnhatéasok.

2. Az alfa—doménben stabil szerkezet alakul ki, a béta—domén még instabil és fluktuald. Kis mennyiségben feltinik egy
masik koztitermék is, amiben mindkét domén megvan, de még nem alltak 6ssze nativva

3.200 ms: tulnyomorészt majdnem kész alfa—domént tartalmazé koztitermékek. Lassu folyamatban (350 ms idéall.)
kialakul a béta—domén és mindkét domén magjanak finomszerkezete.

A molekulak 25-30%—a gyorsan gombolyodik (ezeknél 5-10 ms id&allandoval mindkét domén Iétrejon), 70-75%-a lassan
(ezeknél a béta domén csak lassan alakul ki).

Citokrom c felgombolyodéasanak vizsgélata
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Szerkezete: helikalis, hem csoporttal

Cirkularis dikroizmus stopped-flowval
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 Tavoli UV: holtiddn (4 ms) belll a valtozas 45%—a megtorténik, majd kétfazisu gorbe
« Kdzeli UV: nincs gyors valtozas, mintegy 100 ms—ig alig valtozik, utdna lassu lecsengés

Kulonféle mérések
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 Gyors id6allanddval fejlddik:
¢ Tavoli UV CD (masodlagos szerkezet)
¢ N- és C-termindlis hélixek amidprotonjainak védettsége —— a mért értékek hasonlésaga arra utal, hogy ezek
koran asszocialédnak
¢ Trp 59 fluoreszcenciajanak kioltasa a hem csoport altal (gyors kollapszusra utal)
* Lassu idGallanddval fejlodik:
¢ Kozeli ultraibolya tartomanyban a cirkularis dikroizmus (harmadlagos szerkezet)
¢ Lanc kozepén 1évd hélixek amidprotonjainak védettsége

Burst—fazis: holtidén beliil a legtdbb fehérjénél megugras a tavoli UV CD-ben. Ujabb eredmény: ez lehet az oldatcserétdl is,
nem feltétlendl tikrdz szerkezeti valtozast.
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