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Biopolimerek Szerkezet és miikodés kapcsolata

A molekularis szinttdl az 6koszisztémaig a bioldgiai rendszerek

egy polimerben Ivé hanyfajta szerkezete és mikddése kdzott nagyon szoros kapcsolat van.
reakcié t,,25°C-on t ,100°C-on koétesek tipikus szama monomer

Hartmut Michel, Johann Deisenhofer, Robert Huber

DNS 140000 év 22 év 3-10° (humén DNS) 4 1982 — szerkezet meghatarozas
hidrolizis 1988 — Nobel dij

RNS 4 év 9 nap néhany tucat (tRNS) 4
hidrolizis
feherje 400 év 5.5 hét néhany szaz 20

hidrolizis




Rontgen krisztallografias szerkezetmegallapitas

NMR szerkezetmegallapitas

A nativ szerkezetet stabilizalo kolcsonhatasok

Az Src fehérje 64 aminosavbol allé
SH3 doménjének NMR szerkezete

Rovid tavu taszitas

Van der Waals kolcsénhatas
Elektrosztatikus kdlcsénhatas
Hidrogénkotés

Hidroféb kdlcsdnhatas

Diszulfidhidak

Rovid tavu taszitas

Az elektronpalyak taszitasa miatt kis
tavolsagokon erds taszitas lép fel.

A tavolsag csokkenésével gyorsan (~ 1/r'?) né a
kélcsdnhatasbdl szarmazo potencialis energia.

Meghatarozott sugaru, kemény gdmbdoknek
tekinthetjik az atomokat (Van der Waals-sugar).




Van der Waals kolcsonhatas

Barmely két atom kozoétt hatnak, az indukalt
dipélmomentumok koélcsbnhatasa miatt.

A kolcsonhatasi energia tavolsagfiiggése: ~ 1/r®

Elektrosztatikus kolcsonhatas

Hidrogénkotés

A Coulomb-kdlcsdnhatas energiajanak tavolsagfliggése:
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A relativ dielektromos allando a fehérje

belsejében kb. 4, a vizben kb. 80. r
Sohidak johetnek létre ionparok kdzott (Lys, Arg és Glu, Asp).
Vizes kdzegben a toltések korott nagymeretli hidrat burok van.

A vizes fazisban lévé mobilis ionok erésen arnyékoljak a
toltéseket.

Nagy elektronegativitdsu atomhoz kapcsolédéd hidrogének
kozott jon létre, nagyrészt elektrosztatikus kdlcsdnhatas.

Electro-
negative
atoms
Hydrogen
bond

Hidrofob kolcsonhatas

Ha apolaros molekulat vizbe teszlnk, a viz az apolaros
molekulaval nem tud H-kétést képezni, ezért a viz az
apolaros molekula kortl er6sen rendezddik. Ez nagy
entropiacsokkenést eredményez. Az entropiacsdkkenés
aranyos az apolaros molekula felszinével.

Ha a fehérje apolaros részei egymas mellé rendezédnek, a
viznek kitett apolaros felszin csdkken, a fehérje-viz rendszer
entropiaja nd, a szabadentalpiaja csokken. Ez a fehérje
kompakt szerkezetbe szervezédésének f6 hajtoereje

/‘\. /\
A hidroféb részek fenti egymasmellé s, ® o0

rendez6dési tendencigjat szoktak 2
hidroféb kdlcsdnhatasnak nevezni.




Diszulfidhid

A nativ szerkezetet azaltal stabilizalja, hogy a kigombolyodott

AS=-2,1J/K-15RInn

ahol n a két ciszteint elvalaszté aminosavak szama.

Minél tavolabbi aminosavak vannak dsszekapcsolva, annal
nagyobb az entrépiavaltozas, és a stabilizald hatas.

Anfinsen dogma

A fehérje gombolyodasi probléma jelentésége
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Ribonukleaz A-val végzett kisérlet Christian B. Anfinsen

A 3D szerkezet kialakitasahoz sziikséges informacio a
fehérje szekvenciajaban van kédolva

A molekularis biofizika egyik legérdekesebb kérdése.

A genetikai adatbazisokat el tudjuk olvasni, de nem értjik a
szavakat, a megértésiukhdz a gombolyodasi probléma
megoldasa a kulcs.

Mintegy két tucat konformacioés betegség:

bizonyos kérilmények kdzott rosszul gombolyodott fehérjék
aggregalodnak és U.n. amiloid plakkokat képeznek (pl.
Creutzfeld-Jakob kor, Alzheimer-kor, Parkinson-kor)

In vitro és in vivo gombolyodas 6sszehasonlitasa

in vitro in vivo

kigombolyitott mRVA
fehérje

Nascent
polypeptide

kulénbségek:
- az egész szekvencia

l kész van / szintézis l
kézben gombolyodik

(ko-transzlacios
gombolyodas)

C \ - a sejtbeli kdrnyezet C \

,zsufolt”

felgombolyodott felgombolyodott
fehérje fehérje



Ko-transzlacios gombolyodas

in vivo

Az épp szintetizalodé fehérje C
terminalisanak 20-30 aminosavja a
riboszémaban van elrejtve, a Ribosome Nascent
gombolyodasban még nem vesz részt. s

Az épp szintetizalodé fehérje elébukkand N
vége elkezd gombolyodni (masodlagos, l
harmadlagos szerkezeti elemek kialakulasa,

folding domének gombolyodasa) még a

szintézis teljes befejezése elbtt.

felgombolyodott
fehérje

Molekularis zsufoltsag hatasa

Molekularis zsufoltsag: a térfogat (citoplazma) jelentds részét
nem viz tolti ki, hanem mas molekulak.

- disszociacios konstansok lecsdkkennek

- megnovekszik a fehérje-fehérje kapcsolddas sebessége

- a denaturalt vagy részlegesen denaturalt fehérjék
asszociacioja meggyorsul.

Molekularis zsafoltsag

in vitro E. coli citoszol

<0.1 mg/ml ~340 mg/ml [
e
= :

1040 nm

riboszéma o
chaperor mas
nukleinsavak Makromolekulak
In vitro kisérletekben
- hianyozhatnak kapcsol6do partner molekulak
- hianyozhatnak poszttranszlacios valtoztatasok
- nagyon mas lehet a fiziko-kémiai kornyezet, mint a sejtben

GroEL/ES chaperon szerkezete és miikodési ciklusa
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A fehérje diszulfid izomeraz mitkodése

human protein diszulfid
izomeraz szerkezete

Prolin cisz-transz izomerizacio

A fehérje sorsa az eukariota sejtben

A cisz és transz prolinhoz tartozé allapotokat elvalaszté
aktivacios gat miatt a cisz prolin jelenléte a nativ szerkezetben:
- gyorsitja a kezdeti gyors gombolyodasi |épéseket

- lassitja a nativ szerkezet kialakulasanak végsoé Iépéseit.
PPlase (peptidyl-prolyl isomerase) katalizalja az izomerizaciot.

cis

[e]
PPlase
——
N ———
Rn ‘
CO-R.

7‘».. /‘ !
v \‘ J

PPlase szerkezete

(o]1 (o X .o | KN fehérje szintézis, gombolyodas
extracellularis tér ............ccccco..e. felgombolyodott fehérje export
mitokondrium .........cccceeiiiiiiiiiins limitalt fehérje szintézis
kloroplasztisz ..........ccceeeeeeeeeeennnn. limitalt fehérje szintézis
endoplazmatikus retikulum.......... kigombolyodott fehérje import
PEroxiSZOmMa .........coeeeevvvrvveeeennnn felgombolyodott fehérje import
7=] 110 0= T R felgombolyodott fehérje import
liZOSZOMA......eeeeeeeeee e kigombolyodott fehérje import

Idealis véletlen lanc

Az ideadlis véletlen lanc olyan modellje a polimereknek,
amelyikben a lancszemek tetszélegesen foroghatnak
egymashoz képest, és a monomer egységek kozott minden
kdlcsdnhatast elhanyagolunk.

L=N1; L s
N darab 1 hosszd monomerbdl all a lanc
L a lanc 6sszes hossza

<R*>=L1 L

R =1>N/6




Levinthal paradoxona

Cyrus Levinthal

Vizsgaljuk egy 151 aminosavbdl all6 fehérje gombolyodasat.
Tegyuk fel, hogy mind a 150 k6tés orientacioja csak két értéket
vehet fel, és hogy a kotések atfordulasanak ideje

10"3s. Ha a fehérje véletlen bolyongassal keresné a nativ
szerkezetét, 2'9*10-3s= 4,6 -10%*év alatt talalna meg (A Fold
kialakulasa o6ta eltelt id6: 4,6 -10%v).

A fehérje fazistere tul nagy ahhoz, hogy a fehérje véletlen
bolyongassal talaljon ra az aktiv szerkezetre

Kinetikus utvonalak, intermedier allapotok

Energia felszin modellek (1j szemlélet)

Minden fehérjére létezik egy szerkezet amelyik a legstabilabb.

A fehérje képes ezt az allapotot megtalalni egy kinetikus
intermedier allapotokbdl kirajzolédé utvonalat kdvetve.

Az intermedier allapotokban térténé csapdazodas elkertlését
in vivo fehérje diszulfid izomerazok, peptidil prolil izomerazok
és chaperonok segitik.

A fehérje minden egyes konformacidjahoz rendeljink hozza az
allapot szabadentalpiaajat (Gibbs féle szabadenergia).

Alland6 hémérsékleten és nyomason a rendszer az
alacsonyabb szabadentalpia felé fog tartani.

A fehérje nem bolyongja be az egész fazisteret, hanem a
kigombolyodott allapotbdl kiindulva egyre kisebb energiak felé
tart.

Simafalu tolcsér

Atolcsér pereme a
kitekert allapotokat
jelenti, amelyekbdl
kiindulva a rendszer
a legalacsonyabb
energiaju nativ
allapot felé igyekszik.




Godros tolcsér

A régi és az uj szemlélet dsszehasonlitasa

A kitekert allapotbdl a nativ
allapot felé igyekvé fehérje a
g6drokben ideiglenesen
csapdaba tud esni.

Ez folding intermedier allapotok
felhalmozédasahoz vezet.

Levinthal paradoxonanak energiafelszin
megfogalmazasa

jol elkiilonitheté allapotok allapotok sokasaga

klasszikus reakciokinetika spinlivegekre kidolgozott
alkalmazasa fehérjékre statisztikus fizika
alkalmazasa fehérjékre

Atlagolas a kevésbé fontos koordinatak szerint

A kitekert allapotok k6z6tt nincs
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A nativ szerkezet kialakulasa
csak a hatalmas fazistér

véletlen bebarangolasaval
talalhaté meg.
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Olvadt gombdc allapotok

Rendezettség kialakulasa a gombolyodas soran

Oleg Ptitsyn megjosolta egy koztes allapot Iétezését amely:

‘ ’ - kompakt, globularis
- nativ szerli masodlagos szerkezete van

- nemspecifikus hidrofob kélcsdnhatasok stabilizaljak
- hasonlit a nativ szerkezethez
- nincs merev harmadlagos szerkezete

ENERGY GAP

DISCRETE FOLDING
INTERMEDIATES

NATIVE STRUCTURE

Lizozim gombolyodasanak energiafelszin leirasa

Destabilizalas hatasa az energiafelszinre

A

Mechanikai huzoéer6 hatasa

energy

Xu, inner \
- -

, Malive state




Egy kis fehérje gombolyodasa tobb parhuzamos uton

A nativ szerkezet hatasa a gombolyodas kinetikajara

hélix kialakulas és
kollapszus tdbb
parhuzamos uton

tovabbi kollapszus és
hélix kialakulas
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A kisebb kontaktus rend( szerkezetek gyorsabban
gombolyodnak, mint a magasabb kontaktus rendiek.
A korrelacié a nativ kontaktusok atlagos tavolsaga és
gombolyodas sebessége kdzott 6 nagysagrenden
keresztul fennall.

A tranziens allapot vizsgalata ® érték analizissel

A tranziens allapot vizsgalata ® érték analizissel

State 1 (early) State 2 (late)

Wild-type:
Interaction —_—
builds up in
the course
of the folding
reaction
Mutant: —

Interaction

is deleted

Transition
state (#)

Unfolded
state (U)

Folded
state (F)




Unfolded population

Kisérlet és elmélet: BBAS minifehérje folding
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Kisérlet és elmélet: PGK folding
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Az exponencialis komponens sorszama

Kisérlet és elmélet: PGK folding
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Az exponencialis komponens sorszama
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