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Prolinizomerizacio

 Felgombolyodés kinetikaja alt. tobbfazisu
¢ gyors fazis:1ms-1s
¢ lassu fazis: 10 s — 1000 s
« A lassu fazis adja az amplitd6 nagy részét pl.:
RNaz A, RN&z T1, tioredoxin, triptofan szintaz
« A gyors fazis domindl, de lassu is van:
lizozim, Staphylococcus nukleaz, citokrom c, ubiquitin, BPTI, barnaz
* A lassu fazisok héatterében gyakran prolinizomerizacio all.

A prolin cisz és transz éllapota

« A peptidkotés lehet transz (omega=180 fok) v. cisz (omega=0 fok)

« Nem Pro aminosavak: cisz allapot nagyon kedvez&tlen, ezért az egyensulyi allando [transz]/[cisz] értéke 100-1000
korali

* Pro—nél:

nincs akkora eltérés, ezért az egyensulyi all. kb.

[cisz]/[transz] = 0,4

azaz kb. 30% cisz, 70% transz.

* Pro—izomereket csak NMR-rel lehet kimutatni, optikailag nem.

« Kis peptideken vizsgaltak, izomerizacié lassu (300 s idéallando koril)

 Fehérjékben: a nativ szerkezetben a Pro—k meghatarozott izomerizacids éallapotban vannak
* Cisz—Pro-t tartalmazo fehérjéknél a felgombolyodas lassu fazisa dominal




A prolinizomerizaciés hipotézis
Brandts, Halvorson és Brennan 1975:

« A nativ allapotban mindegyik prolinnak meghatarozott izomerizaciés allapotban kell lennie
« A legombolyodott allapotban mindegyik prolin a 0,4-es egyensulyi allandé szerint viselkedik, ezért sok nemnativ

izomer van
» Azok a legombolyodott molekulak, amelyekben mindegyik Pro a nativhak megfeleld izomerizacids allapotban van,
gyorsan felgombolyodnak, a tobbiek lassan

Ujabb kiegészités: NativszerQ allapotban is lehetnek nemnativ Pro—izomerek (sét, alt. ilyenek vannak)

A prolinizomerizaci6 probai

A kettbsugrasi probak

(double—-jump assays)

KettBs ugras: ugrasok a denaturalészer—koncentracioban. Két valtozat:

1. Lassan felgombolyod6 denaturalt formak kimutatasara:
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(Tegyik fel: a nativ forméban 1 db cisz—Pro van.)

+ Nativ allapotot (N(c)) tdomény denaturalészerrel denaturaljuk (1. ugras)

¢ Adott t inkubécios ideig hagyjuk a cisz és transz allapotok egyensulyat bedlini a legombolyodott allapotban
(U(c) <=—>U(t)

¢ Ekkor kihigitassal eltavolitjuk a denaturaloszert (2. ugras)

+ Mérjuk a nativ allapot elérését; a lassu fazis amplitidéja aranyos lesz az inkubalasi idd alatt keletkezett U(t)
(lassan gombolyod6 forma) mennyiségével

¢ Abrézolas: lassu fazis amplitidéja az inkubacios idd fuiggvényében

¢ Tipikus eredmény:
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A kapott gorbe jellemzdi (iddallandd, figgés hdmérséklettdl, pH-tdl) alt. igen hasonléak a modellpeptideken
végzett prolinizomerizacidos mérések eredményeivel



2. Nativszer( Pro—izomerizacios intermedierek kimutatasara:
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¢ Denaturdlt allapotbdl (izomerek egyensulya) indulunk ki, denaturalészerben
Kihigitassal hirtelen eltavolitjuk a denaturalészert (1. ugras)
+ Nativ formak (N(c)) és nativszerl izomerel({)) keletkeznek, utdbbiak lassan atmennek nativba. t inkubéaciés
ideig hagyjuk zajlani
+ Hirtelen hozzaadunk annyi denaturalészert, hogy az instabjl@dbizomerek (intermedierek)
legombolyodjanak, de az N(c) nativak megmaradjanak (2. ugras)
¢ Alternativ megoldas: annyi denaturalészert adunk, hogy a nativak is legombolyodjanak
+ A legombolyodas amplitidéja aranyos lesz az inkubacios id6 alatt megmgtadtdnnyiségével
¢ Abrazolas: a legombolyodas amplitidoéja az inkubécids idé fliggvényében
¢ Alternativ megoldasnal: a nativ forma mas iddallandéval gombolyodik le, igy annak az amplitiddja is
meghatarozhat6
+ Tipikus eredmény:
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Az intermedier tranziens médon halmozodik fel. Az iddallanddkat az intermedier szerkezete befolyasolja
(eltérhet a modellpeptideken mérhet6tdl)

Izomerspecifikus proteolizis
(Brandts és Lin 1979)
« Szamos proteaz izomerspecifikus
* Pl tripszin: Toltott oldallanc mellett hasit, de csak akkor, ha a kovetkezd kotés transz
* proteolizis sebessége aranyos a transz allapot koncentracidjaval, ill. kétfazisu a kinetika, és a lassu fazis amplitidoéja :

cisz allapot koncentracidjaval aranyos
» Pl. RNaz A:

—Lys91-Tyr92-Pro93-



kisérlet szerint: legombolyodott allapotban 33% cisz.
« Nem mindig egyezik mas mérési médszerek eredményeivel (pl. NMR), mert a szerkezet befolyasolja a kotés
hozzaférhetdségét.

Mutacios kisérletek

 Tobb fehérjén: izocitokrom—c, tioredoxin, RNaz T1, RNaz A
« Alt. Pro kicserélése masra eltiinteti a felgombolyodas lassu fazisait, de kilénféle bonyodalmak léphetnek fel
* élesztd izocitokrom-c:
¢ Két lassu felgombolyodasi fazis: 1. 10 s, 2. 100-200 s
¢ Két cisz—-Pro: 76 és 30
¢ Pro76 cseréje masra ——> 2. lassu fazis eltlnik
¢ Pro30 cseréje masra: instabil fehérje
* RNaz A:
¢ 1 gyors és 2 lassu fazis
¢ Két cisz-Pro: 93 és 114
¢ Kettds mutans (mindkét prolin kicserélve): egyfazisu felgombolyodéas, bar lassabb, mint a vad tipus gyors
fazisa (a fehérje instabilabb)
¢ Proll4 cseréje: lassu fazisok amplitiddja csékken
¢ Pro93 cseréje: megmaradnak a lassu fazisok, igen komplex kinetika; valoszindleg cisz peptidnek kell
kialakulnia

Nagyobb fehérjék

» 3—nal tdbb Pro esetében a lassu fazisok dominalnak (akkor is, ha egyik sem cisz a nativ allapotban)
» 20 db Pro esetében az id6allando kb. 600 s
* Minden 10 Ujabb Pro megtizszerezi az iddallandét

A prolinizomeriz&cio katalizise in vivo
Peptidil-prolil cisz/transz izomerazok
Harom csalad:

1. ciklofilinek
¢ ciklosporin (immunoszupresszans szer) receptora (immunoszupressziénak nincs kdze a Pro—izomerizaciéhoz
¢ kb. 17 kDa
¢ aktivitasa kevéssé fligg a Pro el6tti oldallanctél
2.FKBP csalad
¢ FK506 (szintén immunoszupresszans szer) binding protein
¢ riboszéman is eldfordul ilyesféle
¢ 12-13 kDa
¢ aktivitasa erdsen fligg a Pro eldtti oldallanctol
3. parvulinok
« Még tbbb tipus lehet
« Nem tudjuk, mennyire fontosak in vivo. Elesztdben dsszeset kilitve semmi karos hatas.
- Katalizis mechanizmusa: korabban SH-reakcidéra gyanakodtak, de ez megddlt. Vsz. a szubsztrat szerkezetét eltorzitje
» De novo szintézisben szerepe lehet
« Atstrukturalédasban szerepe lehet, pl. C tipust manndzkétd fehérje Ca—mentes (inaktiv) alakjaban a Pro191 transz,
aktivalt, Ca—os alakjaban cisz.

A diszulfidhidak képzddése

Miért érdekes?

» Hogyan alakulnak ki a diszulfidhidak a felgombolyodas soran?



« A diszulfidhidas intermedierek jél vizsgalhatok, kinetikai szerepik megbizhatéan azonosithato, a szerkezetrdl
informaciot ad a diszulfidhidak elhelyezkedése. Tehat a felgombolyodasrél sokat mond.

Felvethetd kérdések:

« A diszulfidhidak hatarozzak meg a szerkezetet vagy a szerkezet a diszulfidhidakat?

« Vannak-e a felgombolyodas folyamatdban nemnativ diszulfidhidak, mi ezek szerepe?

« Egy vagy tébb felgombolyodasi Gtvonal van?

« A felgombolyodas sebessége fehérjénként nagyon eltérd. Miért?

« In vivo ugyanugy térténik—e a felgombolyodas, mint in vitro?

« A felgombolyodast katalizalé enzimek (itt: diszulfid izomeraz) megvaltoztatjdk—e a felgombolyodas mechanizmusat,
vagy csak gyorsitjak?

Vigyazat! Az eddigi vizsgalatok kis fehérjékkel torténtek. Nagy fehérjékre nem feltétlenil altalanosithatdak.

A diszulfidhidak kémiaja
A reakcio

» Két SH csoport (tiol) magéatél nem képez diszulfidhidat, csak ha megfeleld oxidalészer van jelen.

« Levegd oxigénje is elvégzi, de ez karos (nem kontrollalhaté, nemkivanatos melléktermékek, stb.), ezért a levegot és
egyéb oxidalészereket ki kell zarni

« Jobb: diszulfidreagens alkalmazasa (RSSR), tiol-diszulfid cserés reakcio

« Diszulfidhid képz8dése fehérjében:

1. lépés:
SR g,
+RSSR =— +RSH
K.
HS HS
Vegyes diszulfid képzbdése
2. lépés:

Intramolekularis Iépés: egy masodik Cys tiolcsoportja reagal a vegyes diszulfiddal, igy Iétrején a diszulfidhid

A masodik I1épés sebességgutk elsGsorban azon mulik, mennyire hajlamos a két Cys egymas kozelébe jonni
(konformacid)

* Mechanizmus:

:F
o o e fio
_ _ GG 8-S + S-
vors e | Ty | T
o R A R

n T¢c RI'I(:

Lényeg: A tiolatanion nukleofil thamadasa a diszulfidkotés egyik kénje ellen.

¢ Cys—SH pK-ja kb. 8,7, fugg a kdrnyezettdl. 8,7 koruli pH-t kell alkalmazni. Alacsony pH ledllitja a
diszulfidhidak képzddését.
+ Pozitiv téltések a kdzelben gétoljak, negativok segitik a diszulfidhid képzddését



Egyéb intramolekularis reakciok

 Vegyes diszulfid athelyez6dése a fehérjében
« Diszulfidhid athelyezf6dése a fehérjében (atrendez&dés)

! t
SSR SH

A diszulfidhid kialakulasanak valdszinlisége

« A szerkezet befolyasolja

« legombolyodott lancban: a két Cys kdzotti aminosavak szamatol fiigg (m)

« nagy m—eknél A2 —nel aranyos.

« Kis m—eknél paros m-re nagyobb, paratlanra kisebb, m=0-ra nagyon kicsi (cisz peptidk&tés kell hozza)

Diszulfidreagensek

* glutation (gamma-Glu—-Cys——Gly tripeptid)
¢ GSH tiolforma, GSSG diszulfidforma (intermolekularis)
¢ invivo is ez a dominans
¢ nem valtoztatja meg a fehérjekonformaciot
¢ egy negativ toltést hordoz (elemzéshez eldnyos)
* Ditiotreitol
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¢ DTTg " tiolforma, DTTs® diszulfidforma (intramolekularis)
+ lassan oxidal, csak a legkedvezdbb diszulfidhidakat hozza létre
+ vegyes diszulfidos termék nem halmozaédik fel
* Mas—mas kinetikai paraméterek nyerhetdk a kétféle reagens alkalmazéséaval
« A fehérje oxidaltsagi foka szabalyozhat6 a diszulfidreagens tiol/diszulfid ardnyanak beédllitasaval

A felgombolyodas elemzése diszulfidhidas intermedierek révén
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« Teljesen redukalt, legombolyodott fehérje felgombolyodasat elinditjuk diszulfidreagensek jelenlétében
« Adott iddpontokban ledllitjuk ("kioltjuk™) a diszulfidhidak képzddését
» Az igy csapdaba ejtett formakat megvizsgaljuk (diszulfidhidak és konformécié szempontjabdl)

Az intermedierek csapdaba ejtése
A diszulfidhidak képzddése megallithato:

« Hirtelen lecstkkentjik a pH-t (pl. 2-re)
¢ igen gyors, pillanatszer( hatas
¢ nem all le a diszulfidok képz&dése, csak jelentdsen lelassul, elemzés végezhetd, de sietni kell
¢ eldnye, hogy megfordithato: Ujbdl megemelve a pH-t a folyamat folytatodik
« Alkilalas jodacetattal vagy jodacetamiddal
¢ Irreverzibilis, nem kell sietni az elemzéssel
¢ Lassabb reakcid, kézben szerkezeti valtozasok térténhetnek a fehérjében
¢ Jodacetat egy negativ toltést visz fel, jodacetamid toltetlen. Ez elemzéshez eldnyds

A csapdaba ejtett intermedierek jellemzése
Héany diszulfidhid van és hol?

* Barmilyen elemzés végezhetd, ami a diszulfidhidakat nem bantja. Savas pH-t kell fenntartani, semmi nukleofil
vegyllet.
* Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE): toltés és konformacio szerint is szepardl (hidrodinamikai térfogat)
+ Jodacetamidos (tdltetlen) és jodacetatos (t6ltott) formak PAGE-jének dsszehasonlitasa: diszulfidok szama
kiszamithat6
+ Redukdlt, vegyes diszulfidos és diszulfidhidas formak elkilénithetdk
Time Chours) Time (min)

0 02 04 07 10 1.5 20 25 30 35 40 20 0 0510 15 2030 4055 7.5 10 15 20

m--—-——-' — (-SH),, —= - - -

-(-SH-SSG) -~ e - - —

CENNREERe T TReRR

+ Jodacetamid—joédacetét keveréket alkalmazva, a keverékaranyt valtoztatva megszamlélhatéak a szabad
SH-csoportok (ill. redukci6 utdn alkalmazva a diszulfidhidak)
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« Kromatogréfia (pl. ioncseréld, HPLC-vel)

Absorbance {280nm} —m-

Elution ——3m

Tisztan elkilonilnek a kiilénb6zo formak

 Hol vannak a diszulfidhidak? Diagonalis elektroforézis
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Pl. j6dacetatos forméaval

Proteazokkal darabokra hasogatjuk (pl. tripszin + kimotripszin)

El6bb vizszintes iranyban elektroforézis (papir)

Perhangyasav gdzének kitéve a meglévd diszulfidhidak elhasadnak

Elektroforézis Gjbdl, figgdleges iranyban

Ami az elso futtatasnal 6ssze volt kétve diszulfidhiddal, az a masodik futtatasnal szétvalik
A fragmentumokat pl. aminosavosszetétel alapjan azonositjuk

* S O 6 6 oo

Diszulfidhidak réveén feltérképezett felgombolyodasi Gtvonalak

» Csak néhéany fehérjére végezték el: BPTI (bovine pancreatic trypsin inhibitor: marha hasnyalmirigy tripszininhibitor),
RN&z A, RNaz T1, alfa-laktalbumin, stb.
* BPTI

58 aminosav, egy béta lemez és egy hélix. Harom diszulfidhid: 14-38 felszini, 30-51 és 5-55 eltemetett

« Diszulfidos felgombolyodasi kinetika:

-
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¢ A redukalt BPTI denaturaloszer nélkil is csaknem teljesen legombolyodott

+ A felgombolyodas soran legalabb 8 kiilénb6zd diszulfidos forma lép fel (elvben 74 lehetne!)
¢ Komplex kinetika




+ Két nemnativ diszulfidos forma: (30-51,5-14) és (30-51,5-38)
¢ Egy nagyon lassu szakasz: a (30-51,5-55) kialakulasa a nemnativ formakbdél
¢ Egy zsakutca: (5-55,14-38)

Szerkezeti hattér (egyéb mérések segitségével)
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(30-51, 14-38)

« Legkorabbi szakasz: véletlenszer( diszulfidhidak, a lancban vett tavolsaguknak megfeleld valészin(séggel
« A nativ szerkezet felé haladas iranyitja a diszulfidhidak kialakulasat
» Bonyodalmak:
¢ Kvazinativ szerkezetek
¢ Kinetikus gatak
 Kvazinativ szerkezet: eltemetddott két Cys, anélkiil, hogy koztik Iétrejétt volna a diszulfidhid. Itt: (30-51,14-38): az 5
és 55 eltemetddott. Mivel eltemetddve nem tud oxidalodni, eldbb részlegesen le kell gombolyodnia
« Kinetikus gatak: nativ szerkezethez vezetd, eltemetett diszulfidhid Iétrejétte nehéz, mert a kémiai reakcié az
eltemet6déshez és a nativ szerkezet kialakulasahoz csatolt; nagy az energiagat. Itt: az 5-55 létrejétte a 30—-51-es me
» A nemnativ formak szerepe?
+ Korabban bajnak gondoltak, igyekeztek jelentéktelennek mindsiteni
¢ Ma tudjuk: a (30-51,5-14) és (30-51,5-38) formak részlegesen felgombolyodottak, a nemnativ diszulfidhidak
a flexibilis részben jonnek létre
¢ Szerepiik dontd fontossagu: az 5-55 nativ diszulfidhid ezekbdl jon létre atrendezédéssel!

A kinetikus intermedierek szerepének és fontossaganak meghatarozasa

« BPTI: Weissman és Kim szerint a (30-51,14-38) intermedier a legfontosabb, mert nagy mennyiségben halmozodik fe
A két nemnativ intermedier lényegtelen melléktermék
« Creighton szerint: épp forditva van! Két szempont:
+ A molekuldk mekkora része megy at az adott forman?
¢ Milyen mértékben lassul le a reakci6, ha az adott forma nem johet [étre?
« Kisérleti eredmény: ha a 14-et vagy a 38-at (hnem mindkett6t) blokkoljuk vagy mutéljuk, akkor nem valtozik meg
lényegesen a mechanizmus és az iddskala
« A (30-51,14-38) csak azért halmozddik fel, mert stabil kvazinativ allapotban van, kinetikus csapdaba ejtve
« Ezzel szemben a nemnativ formék szerepe dontd, bar kis mennyiségben jelennek meg
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Protein diszulfid izomeréaz

» Endoplazmatikus retikulumban (ER) talalhat6, ide kertilnek a membran- és a szekretalt fehérjék (ezekben van
diszulfidhid)

e GSH-GSSG arany itt 1:1 v. 3:1 koérdli, oxidalébb a citoplazmanal

« Tioredoxin doménekbdl all, aktiv hely: CGHC

« diszulfid-atrendezddéseket katalizal:

SH

<s ‘i Rearrangement
S'S% Q S’\SH == o= ,{%\
99, = “*»ss N 2% s 5
Reversal w‘?y s—s 0o

P o
1 R4
U’

b SH 6\)&\\
SH @

\()92

« kovalensen kotddik a fehérjéhez, majd haromféleképpen mehet tovabb a folyamat:
¢ piros: visszaalakulhat az eredeti diszulfidhid
¢ zOld: intramolekuléris atrendezddések: reaktivabb diszulfidok kevésbé reaktivakkal cserélédnek fel
¢ kék: a PDI oxidalodva levalik, majd valahol masutt oxidal (egy idd miulva, ha a masik két Gtvonal nem megy,
ez kovetkezik be, igy nem maradhat rajta az enzim a fehérjén)
 Chaperon funkciéja is van: aggregéciot gatol (lefedve a hidrofob felszineket)
« Antichaperon funkcio: bizonyos korilmények kdzott (redukald kdzeg, kis koncentracio) aggregaciot segit eld (ez in viv
reverzibilis lehet és pl. a degradaciétol valé védelmet szolgéalhatja)
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