Konformacioni prelazi:

razvijanje (reversibilna denaturacija) |
uvijanje proteina




Problem uvijanja proteina
(The Protein Folding Problem)

e Data je odredena aminokiselinska
sekvenca (primarna struktura) kakva ce
biti tercijarna/kvaternarna struktura?

e Input: AAVIKYGCAL...
Output: ¢;y;, doy5...




Sadrzaj predavanja

Zasto se nativni proteini (lako) denaturisu?
Denaturanti i mehanizmi denaturacije

Metode za pracenje razvijanja/uvijanja proteina se
zasnivaju na razlikama u osobinama nativnog i razvijenog
oblika proteina

Kooperativna priroda razvijanja/uvijanja proteina
Odredivanje (relativne) konformacione stabilnosti

Levinthalov paradoks

Mehanizmi uvijanja proteina
— mali globularni proteini

— veliki proteini

Uvijanje proteina in vivo:

— molekulski Saperoni

— konformacione bolesti



Zasto se nativni proteini (lako) denaturisu?

e Nativna konformacija je stabilnija od razvijene, ali je
razlika mala:

— Konformaciona stabilnost (AG) malih globularnih proteina:

-20 do - 40 kJ/mol.
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 Promena spoljasnjin uslova (koji menjaju AH_;, I
AS,,4.) MOZe da izazove razvijanje (denaturaciju)
proteina.



Denaturanti

Temperatura

pH: promena jonizacionog stanja kritiCnih
aminokiselinskih ostataka

Jonski ili polarni denaturanti: urea |
guanidinium

Visoke koncentracije organskih supstanci
rastvornih u vodi

Detergenti:

— vezuju se jaCe/viSe za razvijeni oblik
proteina



Denaturacija proteina organskim
rastvaracima
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Mehanizam?
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Detergenti: vezivanje SDS-a za molekul proteina
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Mehanizam?
Protein se talozi ili
ostaje u rastvoru?




Urea | guanidino hidrohlorid (GuHCI): haotropni agensi
(povecavaju neuredenost vodel!!l)
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Protein se talozi ili ostaje
u rastvoru?




Metode za pracenje razvijanja/uvijanja proteina se
zasnivaju na razlikama u osobinama nativnog |
razvijenog oblika proteina

e Bioloska aktivnost

e Rastvorljivost

e Kalorimetrija

e Opticka aktivhost (ORD, CD)

e UV, fluorescentni, NMR spektri

e Reaktivnhost aminokiselinskin ostataka

e Hidrodinamicke veliCine (viskoznost, gel
filtracija...)



UV spektri Trp, i
A=a(e)bc

Na absorptivnost (a(e)) utiCe okolina/rastvarac!



(A) Apsorpcioni spektar nativne (—) i denaturisane (+6M GuHCI) invertaze iz kvasca.
(B) Diferencijalni spektar izmedju nativne i razvijene invertaze (nativna invertaza se nalazi u
Kiveti za uzorak, a razvijena u referentnoj kiveti).



Opticka aktivnost sekundarnih struktura



Kooperativha priroda razvijanja/uvijanja proteina

Primer za reversibilnu denaturaciju malin globularnih proteina:



Kooperativha priroda razvijanja/uvijanja proteina

Kriva je sigmoidna.:

- Proces je kooperativan:
nema stabilnih
Intermedijera.

- “Sve Ili nista”!

- U uskom intervalu eksp.
uslova nalaze se u ravnotezi
nativna i razvijena
konformacija proteina.



Odredivanje (relativne)
konformacione
stabilnosti proteina

disulfides (yellow)

Denaturation of RHase
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after Gingburg and Carroll, Biochemistry 4, pg 2159 (1965)



Efekat soli na
stabilnost RNA-ze

e Soli utiCu na
stabilnost
proteina!

e Kalijum fosfat |
amonijum sulfat
stabilizuju proteine,
zato se ove soli
Cesto koriste u radu
sa proteinima.



HOFMEISTER SERIES

Cations
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Sposobnost jona da stabilizuju nativnhu strukturu proteina je
u korelaciji sa Hofmeisterovom serijom!
Objasniti polazeci od podataka na slici!



Levinthalov paradoks

Kako se razvijeni polipeptidni niz uvija u nativhu konformaciju?

Cyrus Levinthal:

— Kada bi se protein uvijao * pokusajlma | greskama”
(isprobavao sve konformaci Oje' uvijanje proteina od 100
aminokiselina bi trajalo 10°° godinal!!!l (Levinthalov
paradoks!)

Brzina uvijanja in vitro je brz proces: milisekunde - minuti
Brzina uvijanja in vivo je jo$ veca!

Zakljucak:

— Polipeptidni niz isprobava samo manji deo mogucih konformacija
jer aminokiselinska sekvenca odreduje i mehanizam (put) uvijanja.



Mehanizam uvijanja malih globularnih
proteina:

e brzo, < 5 ms, nastajanje
sekundarnih struktura (“burst”)

e “hidrofobni kolaps”: 5 - 1000 ms



Refolding of Lysozyme
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Simulacija uvijanja



Uvijanja velikin (>100 ak) globularnih proteina:
Intermedijer - “stopljena globula”

e Veliki proteini (=100 ak) imaju i veci sadrzaj nepolarnih
aminokiselinal
e Mehanizam obuhvata:

— (1) hidrofobni kolaps u kompaktne intermedijere,
“stopljenu globulu” (zapremina 10% veca od zapremine
nativnog molekulal)

— (2) fino podesavanje konformacije !



Uvijanje proteina in vivo

Zivi organizmi mogu da sadrze i do 100 000 razlicitih proteinal!

Razvijeni proteini in vivo imaju tendenciju da se agregiraju jer se:

— U novo-sintetisanim polipeptidnom nizu nepolarni ostaci nalaze u dodiru
sa vodom;

— proteini in vivo uvijaju u prisustvu visoke koncentracije drugih proteina
(300 g/L).

Molekulski Saperoni spreavaju neproduktivne interakcije delimicno
uvijenog proteina, posebno one koje dovode do njegovog agregiranja

Konformacione bolesti: dolazi do agregiranja inace rastvornih
proteina (amiloidna vlakna i prioni)



Amiloidna vlakna:
javljaju se kod
nekih bolesti!




“Saperonini”.....

....uvlaCe delimi¢no/pogresno uvijeni protein u nepolarnu
Supljinu (i pomocu ATP-a) obezbeduju pravilno uvijanje!



	Problem uvijanja proteina�(The Protein Folding Problem)
	   Zašto se nativni proteini (lako) denaturišu?
	Denaturanti
	Denaturacija proteina organskim rastvaračima
	  Detergenti: vezivanje SDS-a za molekul proteina
	Metode za praćenje razvijanja/uvijanja proteina se zasnivaju na razlikama u osobinama nativnog i razvijenog oblika proteina
	UV spektri Trp, Tyr i  Phe
	Optička aktivnost sekundarnih struktura
	Kooperativna priroda razvijanja/uvijanja proteina
	Efekat soli na stabilnost RNA-ze
	 Levinthalov paradoks
	Mehanizam uvijanja malih globularnih� proteina:�
	 Simulacija uvijanja
	Uvijanje proteina in vivo
	“Šaperonini”.....

