VISI NIVOI ORGANIZACIJE

@ ENZIMSKIH AKTIVNOSTI



VISI NIVOI ORGANIZACIJE: MULTIENZIMSKI
KOMPLEKSI

o Enzimi ukljuieni u metabotike procese koji su u sekvenci, ili slozene
biohemijske procese s@&sto organizovani u fizke agregate:

Primeri:

o triptofan sintetaza,

o sintetaza masnih kiselina,
O primozom

o ribozomi.




Multienzimski kompleksi

- Nekovalntno asosovana grupa enzima koji katalizuju razliCite faze nekog
metabolickog puta/procesa

— reaktanti se kanaliSu od jednog enzima ka drugom bez odlaska u okolni
rastvaraC - povecana efikasnost puta i minimiziraju se sporedne reakcije

- U vecini multienzimskih sistema prvi enzim u sekvenci je regulatorni enzim -
spreCava se nepotreban utroSak energije i metabolita

Multienzim — protein koji poseduje viSe od jedne kataliticke funkcije koje vrSe
razliciti delovi polipeptidnog lanca (domeni) ili razli¢ite subjedinice, ili oboje.
Multienzimski kompleks - multienzim sa katalitickim domenima na vise od
jednog tipa polipeptidnog lanca.

Multienzimski polipeptid - polipeptidni lanac koji sadrzi najmanje dva tipa
katalitickin domena.

Kataliticki domen — bilo koji deo polipeptidnog lanca koji poseduje kataliti¢
funkciju; moze sadrzati jedan ili viSe strukturnih domena i‘




Multienzimski polipeptid

1. Kataliticke funkcije mogu se nazvati autonomne usled razliCitih domena

2. Multienzimski polipeptidi sami mogu biti komponente multienzimskih
kompleksa

3. Kriterijumi za multienzimski polipeptid:

a) IskljuCuju jedan enzim koji moze da katalizuje razliCite reakcije koristeci isti
katalitiCki centar

b) IskljuCuju regulatorne ligand-vezujuc¢e domene , jer po definiciji moraju imati
multiple katalitiCke funkcije

c) Dvalli viSe katalitiCckin domene moraju biti na jednom polipeptidu

Metode:

- obelezavanje aktivhog mesta,

-  SDS PAGE,

- limitirana proteoliza — kod vecCine su domeni spojeni linker regionima koji su
osetljivi na proteaze,

- dokaz da jedan gen kodira nekoliko autonomnih funkcionalnin domena ‘




Nomenklatura

e Kataliticki domeni — A,B,C...

e Regulatorni domeni - a,b,c...

e Domeni nepoznate funkcije - x,y,z....
e MultikatalitiCki polipeptid — (ABC)

e Multienzimski kompleks — (A)(B)(C)

Primeri:
Sisarska aldolaza — (A)4
Triptofan sintetaza iz E.Coli — (A),(B),

AROM multienzimski polipeptid iz Neurospora crassa - (ABCDE), (tj. enzimi

EC4.6.1.3,EC4.2.1.10. EC1.1.1.25, EC 2.7.1.711 EC 2.5.1.19.)




ZASTO MULTIENZIMSKI KOMPLEKSI?

o PoboljSana kataliza: smanjuje se vreme difuzije ingehjara u
povezanim procesima od jednog do drugog enzima

o Kanalisanje supstrata: usmeravanje supstrata spemmfi enzimu,
spr&avanje kompeticije sa ostalim enzimima u rastvoru

o Zastita hemijski reaktivnih intermedijera od izlagampdenoj sredini

o Servis (U sldaju piruvat dehidrogenaze, jedna podjedinica moze d
prosledi reagens ostalim rajttim subjedinicama)

o Kooridinisana regulacija
o Koordinisana ekspresija




ENZIMI SA VISE AKTIVNIH
CENTARA

o Arom kompleks (Sikamat mehanizam biosinteze aramitijedinjenja)

E. coli, B. subtilis, S. typhimurium | S. cerevisiae, N. crassa

5 monofunkcionalnih enzima 5 aktivnih centara u jednom
polipeptidnom nizu

5 razlicitih gena
1 gen (arom gen) nastao fuzijom
visSe gena
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AROM kompleks

S. cerevisiae, N. crassa - dimer od dva pentafunkcionalna polipeptida  koji
sadrzi enzime koji katalizuju pet sekvencijalnih reakcija Sikimatnog puta
(biosinteza aromaticnih proizvoda)

E . Coli, B. subtilis, S. typhimurium - 5 monofunkcionalnih enzima

1. 3-dehidrokinat sintaza synthase (DHQS); EC=
3-deoksi-D-arabino-hept-2-ulosonate 7- fosfat = 3-dehidrokinat + fosfat

2. 3-fosfosikimat 1-karboksivinil transferaza (5-enolpiruvilSikimat-3-fosfat sintaza,
EPSPS); EC=
3-dehidrokinat = 3-dehidrosikimat + H,O

3.Sikimat kinaza (SK); EC=
3-dehidrosikimat + NADPH = Sikimat + NADP~ .

4.3-dehidrokinat dehidrataza (3-dehidrokinaza); EC=
ATP + Siikimat = ADP + Sikimat 3- fosfat

5. Sikimat dehidrogenaza; EC= ‘
Fosfoenolpiruvat + 3-fosfoSikimat = fosfat + 5-O-(1-karboksivinil)- 3-fosfoSikimat




Indol-3-glicerol fosfat-sintaza /fosforibozil antra nilat
izomeraza (E.coli)

TrpC - bifunkcionalni enzim koji katalizuje 2 koraka u sintezi triptofana

e Fosforibozil antranilat izomerazna aktivnost katalizuje Amadori premestanje
supstrata u karboksifenil aminodeoksi ribloza fosfat

e Indol-glicerol-fosfat-sintazna aktivhost katalizuje zatvaranje prstena ovog
proizvoda dajuci indol-3-glicerol fosfat

Dva razliCita domena — dva aktivha mesta su orjentisana na suprotnim starnama i
tako spreCavaju direktan transfer karboksifenil aminodeoksi ribloza fosfata.

Aktivnost dva razliCita monomerna monofunkcionalna konstituenta je ista kao u
kovalentnom kompleksu — u ovom slucaju nema katalitiCke prednosti fuziranih
proteinal

|zolovani sintazni domen je nestabilan ukazujuéi da domeni stabiliSu jedan dr‘




Peroksizomalni bifunkcionalni enzim  (PBE, Homo sapiens)

Monomer sa 2 domena, ucestvuje u oksidaciji masnih kiselina u peroksizomima:

e Enoil-CoA hidrataza/3,2-trans-enoil-CoA izomeraze; EC= (liaza)/
EC= (izomeraza)

e 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase; EC= (oksidoreduktaza)




Ciklosporin sintetaza

Ciklosporin sintetaza je multifunkcionalni enzim koji sintetiSe ciklosporin A
(ciklicni undekapeptid) neribozomski pocevsi od aminokiselina

- jedan jedini polipeptidni lanac od 1600 kDa koji katalizuje najmanje 40
reakcionih koraka !

- Sadrzi 11 homologih sekvencionalnih modula za prepoznavanje, aktivaciju i
modifikaciju jednog specificnog supstrata (aminokiseline) i 1 modul za ciklizaciju

Svaki modul poseduije:

e Adenilacioni domen (A-domain; prepoznavanje, aktivacija),

e Tiolacioni domen (T-domain; kovalentno vezivanje adenilovane aminokiseline
na 4-fosfopanteteinsku prosteticnu grupu

e Kondenzacioni domen (C-domain; elongacioni korak)

o Sedam modula imaju i metiltransferazni domen (M-domain; N-metilacija 7
tioestarski vezanih aminokiselina uz S-adenozil metionin kao donor).

Svi domeni jednog modula su blizu jedan drugom ‘
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ENZIMI SA VISE AKTIVNIH CENTARA -
NEKOVALENTNA ASOCIJACIJA RAZLICITIH
AKTIVNOSTI

Triptofan sintazag,3, tetramer i nalazi se u okviru triptofanskog operena
katalizuje 2 koraka u sintezi triptofana

kodiran sa 2 gena trpA i trpB:
o TrpA - aldolno cepanje indol-3-glicerol fosfata do indolgliceraldehid-3-fosfata
o TrpB — sinteza L-Trp od indola (koji je kanalisan sa TrpA)-Ser

Indol-3-glicerol fosfat + serin ------ > Trp + glicaldehid-3-fosfafa,3,)

Indol-3-glicerol fosfat ------ Sndol + gliceraldehid-3-fosfato()
indol + serin ------ > Trp + gliceraldehid-3-fosfad {j3,)

m Podjedinice u komplesku su povezane 25-30 A &igatunelom - intermedijer

indol se ne oslolia ve se tunelom prenosi direktno na slédesubjedinicu
m Dva nezavisna/f mesta na kojima paralelno teku reakcije




Kompleks piruvat dehidrogenaze

Multienzimski kompleks — konverzija piruvata i CoA do acetilCoA

Pyruwate Dehydrogenase
0 0 H=CoA 0

T I
HaC—C—C—0" ?\ﬁp HaC —C—S—Cod  + CO,

pyrvate NADT MADH acetyl-Cod

4 faze katalizovane sa 3 enzima:

e E1 (piruvat dehidrogenaza) — dekarboksilacija piruvata, uz tiamin pirofosfat
kao koenzim, a2 dimer

e E2 (dihidrolipoil transacetilaza) — oksidacija acetil jedinice koje se prenosi
na lipoamidnu prostetiCniu grupu enzima dajuci acetolipoamidnu grupu;
transfer acetil grupe sa lipoamida na CoA dajuci acetilCoA; a2 dimer

e E3 (dihidrolipoil dehidrogenaza)- regeneracija oksidovane forme lipoamida,
uz FAD prosteticnu grupu

Lipoamid sa E2 reaguje sa hidroksietil-TPP sa E1, a dihidrolipoamid sa E2
reaguje sa E3 — brzina interakcija se povecava zahvaljujuc¢i blizini sva tri e
| dugackoj fleksibilnoj rucici lipoamidne grupe (14 A)




Enzim Prosteticna grupa

Piruvat dehidrogenaza (a2) El Tiamin pirofosfat TPP

Dihidrolipoil transacetilaza E2 Lipoamid

Dihidrolipoil dehidrogenaza (a2) E3 FAD




Struktura kompleksa

E2 - homo 24-mer sa kubnom simetrijom

E1li E3 — dimeri

Kompleks - kubni aranzman u kome je svaki E3 dimer asosovan na svakoj
stranici, dok je E1 dimer je pozicioniran na svakoj ivici kocke

Eo 24-mer
particle

Eo (difydrolipoyl
transacetylase)
monomer

prUvate
dehydrogenase
BO—subunit
complex

Eq (pyruvate
dehydrogenase)

dimer

Ez(ditydrolipoyl
dehydrogenase)

dimer

Arrangement of subunits in the pyruvate dehydrogenase
multienzyme complex of E. coli.
Diagram adapted from Voet and Yoet (1990), after Lester Reed




o Sectioned schematic view of an icosahedral pyruvate dehydrogenase complex based on electron cryo-
microscopic analysis of an E1E2 sub-complex from B.stearothermophilusThree of the 60 E2 molecules
(colored red, green and yellow) are highlighted. The movement of the swinging E2 lipoyl domain in b

annular region between theinner core (cyan) of E2 molecules and the outer shell of E1 molecules (p
Isproposed to be a critical feature underlying active site coupling in the complex.




.0

The inner core consists of §0 E2 enzymes armaged in the shape of a pentagonal
dodecahedron with one E2 trimer a1 each of the 20 vertices. A single trimer fs
eutlined by a yellow box. The center of the pertagon shape is indicated by the red

pentagan, Note the linker regions projecting upmard from the surface of the core
strucdure,
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with its carboxy-terminal large domain containing the polymerase but not the 3' to
5' exonuclease function [ ]. The Klenow domain also contains a
"thumb" structure that is required for DNA binding, processivity and frameshifts
and a J-helix region that regulates both the polymerase and 3' to 5' exonuclease
functions | , : ]. The Klenow portion undergoes

conformational changes on binding template, then again on the subsequent
binding of dNTPs [ ].




MULTIFUNKCIONALNI ENZIMI —
DNK POLIMERAZE

Multifunkcionalni enzim Pol | :

o DNK polimeraza | E. coli (928 a.k.)

o 324-518 polimerizacija lanca DNK

o 1-320 5’->3’ egzonukleazna aktivnost

o 520-928 3'->5’ egzonukleazna aktivhost (proofreadigganulkieaza)

Vec¢i domen (Klenov fragment) - polimerazna i-3* 5’ egzonulkleazna (proofreading)
aktivnost

Manji domen - 5 3' egzonukleazna aktivnost

Klenov domen poseduje mali i veliki subdomen — veliki sulnéo sadrzi polimeraznu
aktivnost

o DNK polimeraza (reverzna transkriptaza) HIV virusaaii ribonukleazni n
kojim iz DNK-RNK hibrida uklanja RNK tokom procesa repdi&ije RNK g
virusa.
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FIGURE 31-12. A schematic model of Klenow fragment
with DNA binding to (a) the polymerase active site; and (b) the
3’ — 5’ exonuclease active site. The template strand is blue and
the primer strand is red with that portion of the DNA that is
observed in the crystal structure in darker shades than the
portion that was modeled. The 3’ terminus of the primer strand
can shuttle between the polymerase active site (P) and the

Polymerase active

Observed
portion

Exonuclease

(b)

5 [Template
T

Editing mode

3’ — 5’ exonuclease site (E) without dissociating from the
enzyme. Any factor that destabilizes double-stranded DNA, |
such as a mismatched base pair, favors the editing complex ai
hence promotes excision of the primer strand’s 3’ nucleotide,
[After Beese, L.S., Derbeyshire, V., and Steitz, T.A., Science
260, 354 (1993).]







Vestackli multifunkcionalni enzimi

Konstrukcija himera fuzijom domena razli€itih katalitiCkih aktivnosti, najéeSc¢e preko
fleksibilnog peptidnog linkera

Primeri:

1. Himera sa funkcijom galaktoza dehidrogenaze (iz Pseudomonas fluorescens)/
laktat dehidrogenaze(iz Bacillus stearothermophilus)
- Kontinualna produkcija laktata bez eksternog dodavanja NADH (recikluje NAD)

2. Ksilan degradiraju¢i enzim — fuziranjem ksilanaznog domena ksilanaze sa
bifunkcionalnim enzimom arabinofuranozidaza/ksilozidaza

Pored aktivnosti ksilanaze, arabinofuranozidaze i ksilozidaze, himera je zadobila i
aktivnost endoglukanaze, koju ima ksilazni domen !




K ONFORMACIONA PROMENA,

K OOPERATIVNOST, ALOSTERNA
REGULACIJA & MOTORNI

® proTEINI




Regulacija metaboli ¢kih puteva

*Kontrola koncentracije enzima-dostupnost enzima
-indukcija/represija sinteze,

- komparmentalizacija,

- aktivacija zimogena kovalentnom modifikacijom

sKontrola aktivnosti enzima —konformacione i strukturne p romene :
-vezivanje alosternog efektora,

- kovelentna modifikacija -fosforilacija/defosforilacija hidroksilnih grupa ostataka
(fosfataze, kinaze)

Fosforilacija je jako zgodna:

- fosforil grupa je velika — sterna repulzija, elektrostatiCi efekti, pravi mrezu
vodonicnih veza,

- same kinaze i fosforilaze mogu biti regulisane




REGULACIJA ENZIMSKE AKTIVNOSTI

Konformaciona promena za .

sKontrolu aktivnosti regulatornih proteina
Interkonverziju mehanickog rada | slobodne energije

o Regulatorni enzimi

e Prvi enzim u sekvenci
e Enzimi koji katalizuju reakcije pre metab&kbg grananja
e Enzimi koji katalizuju najsporiju reakciju na metdildgom putu

« Odgovaraju sa izuzetnom osetljiviesna promene u koncentracijama
metabolita na n@n koji se ne podvrgava MM kinetici




Aktivnost veéine enzima je regulisana koncentacracijom svojih supstrata na
MM nacin

Medutim takva kontrola nije dovoljna za neke metabolicke svrhe

Za povecanje brzine sa 0.1 V na 0.9V neophodno je povecati S sa Km/9 na 9
Km (povecanje od 81 put)

Medutim, koncentracija metabolita in vivo varira unutar uskog opsega, a
aktivnost specificnog enzima mora varirati unutar Sirokog opsega

Zato, pored MM kinetike neophodni su dodatni kontrolni mehanizmi za

regulaciju enzimske aktivnosti in vivo




Kontrola aktivnosti enzima

Dva tipa fenomena su odgovorna za regulatorne osobine:

-kooperativnost - prividna promena u afinitetu ili aktivnosti enzima/proteina ka
supstratu/ligandu kako se menja koncentracija liganda (enzim/protein sastoji od
interagujucih subjedinica)

- alosterija - vezivanje supstrata /liganda na mestu koje nije supstrat-
vezujuce/aktivno mesto a utiCe na aktivnost/vezivanje enzima/proteina

Alosterni enzimi:

— monomerni

-multimerni - vezivha mesta ne moraju da budu na istoj podjedinici! (katalitiCka i
regulatorna podjedinica)

Alosterna regulacija - vezivanjem malog molekula (alosterni modulator ili
alosterni efektor )

e Pozitivni efekat — aktivacija (stimulacija) enzima
e Negativni — inhibicija enzima

-Homotropni efekat - alosterni efekat produkuje sam supstrat ‘
- Heterotropni efekat - alosterni efekat indukovan metabolitima koji su
strukturno razliCiti od supstrata




KINETIKA | KOOPERATIVNOST

o Kinetika alosternih enzima nije MM tipa

o Sigmoidna zavisnost v=f (S) ukazuje na kooperativhe
Interakcije izmedju podjedinica enzima

Vazno: sve jednacine brzina | vezivanja za kooperativne | alosterne enzime su
izvedene pod pretpostavkom brzog uspostavljanja ravnoteze (rapid
equilibrium)




Alosterija
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FIGURE &-2& Subumnif inferactions iy an allesteric enzyme, and -
teractions with mhibitors and activatoers. In many allosteric enzymes
the substrate binding site and the modulator binding siteis) are aon
differermt subunits., the catalytic (C) and regulatory (R} sulxunits,
raspactivaly. Binding of the positive (stimulatory)d modulator (84 o s
specific site on the regulatory subunit is cormmunicated wo the cat-
alytic subunit through a conformational change. This changes renders
the catalytic subunit active and capable of binding the substrate (5)
with higher affinity. <n dissociation of the modulatsr from the regu-
latory subunit. the enzyme reveres to its inactive or less active formm.
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LDH iz srca — kooperativnost | alosterija

Phosphoenolpyruvate + ADP + H* — Pyruvate + ATP

PEP + 2mM FDP

0.5

Initial rate of reaction

0 2 4 L] 8 10
[Phosphoenolpyruvate] (mkl)

- Vezivanje prvog supstrata indukuje konformacionu promeslog dimernog molekula |
povetave njegov afinitet za drugi supstrat — kooperativnoginsida

- Sigmoidna kinetika se ukida prisustvom FDP — alostehjperbola




Aspartat transkarbamoilaza

Karbamoil fosfat + aspartat ------ > N-karbamoil aspartat + fosfat
CsRs - 2 seta C; u kompleksu sa 3 seta R,

¢ Heterotropno inhibirana CTP-om — kad se CTP utrosSi i ¢elijski CTP pul opadne,
on disosuje sa enzima i deinhibira ga

¢ Heterotropno aktivirana ATP-om — kad je koncentracija ATP veca od CTP
enzim se aktivira da sintetiSe pirimidine i obrnuto (koordinisana sinteza purina i
pirimidina)

Disosovane katalitiCke subjedinicezadrzavaju katalitiCku aktivnost, ali nemaju
kooperativnost i neosetljive suna CTP i ATP




ASPARTAT TRANSKARBAMOILAZA

FIGURE 6-27 Two views of the regulatory enzyme asparfate trans-
carbamoylase. (Derived from PDB 1D 2AT2.) This allosteric regulatory
enzyme has two stacked catalvtic clusters, each with three catalytic
polypeptide chains (in shacles of blua and purple), and thres regula-
tory clusters, each with two regulatory polvpeptide chains (in red and
vallow). The regulatory clusters form the points of a triangle surmound-
ing the catalytic subunits. Binding sites for allosteric modulators ara
an the regulatory subunits, Modulator binding produces lange changes
in enzyme conformation and activity, The role of this enzyme in nuclea-




FEEDBACK INHIBICIJA

-Heterotropna alosterna inhibicija
treonin dehidrataze krajnjim
proizvodom metabaikog puta
konverzije treonina u izoleucin (lle)

-Nekovalentno i reverzibilno vezivanje
alosternog modulatora (lle)

-Speciftno vezivanje
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Nekooperativno vezivanje

E + L —— EL _ [E]g - [L] _[EL]
K="gg K=gm,

Kad je sistem u ravnotezi neto koncentracije svake od tri komponente se ne
menjaju - dinamicka ravnoteza

Odredivanja Kd - Ska €ardova analiza

Meri koncentraciju slobodnog ili vezanog liganda zahvaljujuci razlici u molekularnin
osobinama slobodnog | vezanog za protein.

Rastvor protein se titruje ligandom pri Cemu je poznata ukupna koncentracija
dodatog liganda

Elg - (L
[Lir = [Llg + [Llg H‘i‘:[—]ﬁd];—]

+———— Concentration of binding sites [E];

[Llg = [L}y — [Lly and [E]z = [El; — [Llg

Ly = [Ely ~ Ky 8 @

IL|g

[Llg

[Lla /L]




Kooperativno vezivanje - vezivanje kiseonika za Hb

Krive vezivanja liganda:

«Sigmoidna — kooperativno vezivanje, multipla vezujuca mesta (Hb)
*Hiperboli¢na — MM jednacina, jedno vezuju¢e mesto (Mb)

Sa zasi¢enjem raste afinitet — afinitet vezivanja 4. Molekula O2 je nekoliko stotina
puta veci od afiniteta vezivanja 1. molekula O2

Ovo se ne moze objasniti sa postojanjem 4 neinteraguju¢a mesta razllicitih
afiniteta — u tom slucaju prvo bi se zasitila visoko-afinitetna mesta, pa bi delimicno
okupirani molekuli Hb imali nizi afinitet od deoxyHb.

Stoga, povecanje afiniteta sa povecanjem zasicenja nastaje usled postojanja
mesta koja interaguju, tako da vcezivanje liganda na jednom mestu dovodi do
povecanja afiniteta na drugom mestu.

Slicna kooperativhost postoji kod vezivanja supstrata za neke enzime




POZITIVNA KOOPERATIVNOST
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Figure 10.1 The oxygen-binding curves of (a) myoglobin and (b) hemoglobin.




Table 10.1 Aduair constants for the binding of O,te hemoglobin®

. K, K, K K,
2,3-Diphosphoglycerate
(mM) (mmHg)
0 0.024 ~0.074 ~().086 7.4
2.0 0.01 ~0.023 ~().008 11:2

“A125°C, pH 7.4, and 0.1-M NaCl. The Adair equation describes the following:

K,O

K0, K0, K0 404

HbO, —== Hh(0,), ——

Hb Hb(O,): Hb(0,),

where

[HbO,] [Hb(0,),]
— N —— it ﬂ
b [HbI[O,] T [HBO,][O,]

te.

Sa vezivanjeniganda raste | afinitet. Sva ‘
vezivna mesta su idegna.




Hilova jednacina
A" ,
where Ky = a®b®cK}

Za tetramerni enzim; Yo __ U]
Vinax Kx + [A:“
_ K 2K, b3K
KX— K1K2K3 K4 Kﬁl:f KﬂEZEBA KAS_H 34 KM‘-HE’E:#K,‘
Enzim sa n ekvivalentnih supstrat veztiumesta:
E - A  I— Eﬂn . v v . . . ve I
- Ili uopstem slucaju (Hilova jednacina) vo _ [A]"
Vmﬂx K‘K + rﬁ]ﬂ
_[EJ[A)"
K= TRa]

Vo/Vmax - frakcija zasienog enzima supstratom,
n - broj supstrat vezufih mesta po molekulu enzima,
Kx - konstanta koja obuhvata faktore interakcije a,b,c,..
= 05

:

| sopstvenu konstantu disocijacije Ka

Ky = KM@ 'h"~2e"3 ... 2})




U Lineweaver_Burk obliku: LY. + Kx ( z )

Ug me: Vmux [il'.'l-]n
Uy
Logaritamska forma Hilove jednacine: lﬂﬂ(m) = nlog|A] — log Kx

Linearna forma - direktna procenu prividnog broja supstrat vezuju  €ih mesta po
molekulu (nagib je n)

Ako se meri ravnotezno vezivanje liganda umesto pocetnih brzina, onda Vo/Vmax mora da
se zameni sa Y (Y - frakciono zasi¢enje proteina ligandom)

Types of equation  Initial rate studies Ligand binding studies
, 5 Al" [A]"
Hill t Yo = [ L G i R
1l equation Vmgx K}{ + [ﬂ]“ K}i i [A]rl
. 11 Ky 1 ; s F L
s N e T (ar) r=1+5(gp)
Logarithmic form log (ij“_au) =nloglA] —logKx  log (%) = nlog[A] - log Kx

Osnova Hilove jednacine - pretpostavka beskonacne kooperativnosti, jedino su brzo ‘
ekvilibriSudi sistemi pogodni za Hilovu analizu ->1zbegavanje koris¢enja kinetickih
podataka pri bilo kakvoj primeni Hilove jednacina na stredy-state enzimima




KVANTITATIVNA ANALIZA
KOOPERATIVNOSTI

Hilova jedna&ina: mera kooperativhosti

E + n§ —ES§_

_ [EJ[S]"
[ES,]

Stepen zasic¢enja:

_ [BS,]
’ [Ely
[E]

| — Y=
[Elo

log = nlog[S] — log K

1 =Y

log = hlog|S] — log K

1 —-Y

Za kinetiCka merenja:

log 4 = hlog[S] — log K
V V

TTIELA
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Figure 10.7 A Hill plot of the oxygen-binding curve of hemoglobin. [From J. V.
Kilmartin, K. Imai, and R. T. Jones, in Erythrocyie structure and function, Alan R. Liss, 21 (1975).]

U regionu 50% zasic¢enja (10-90%) kriva je prava

h (Hilova konstanta, mera koperativnosti) se dobija iz nagiba u regionu od 50%
saturacije — Sto je veca veca je kooperativhost
Ako je h=1 nema kooperativnosti (MM jednacina), h{11 pozitivha, a h{11 negativha

kooperativnost




Modeli za opisivanje kooperativhog vezivanja
liganda

Mono-Vajman-Sanzeov (MWC) — simetriéni model

KosSland, Nemeti i Filmerovi modeli (KNF) —sekvencijalni model




MONO-VAIMAN -SANZEOV ORGANIZOVANI MEHANIZAM
(MWC)

Mono, Vajman | SanZe - ujedinjen strukturni model za tlo® proteine i
enzime

Postulati:

o Protein je oligomeran -protomeri su asosovani tako daavzimaju
ekvivalentne pozicije (molekuli poseduju najmanje jedsu simetrije)

o Protein postoji u dve forme (T 1 R) i ove dve forme su vun@tezi i kad je
vezan ligand i kada nije

o Simetrija ostaje @vana kada protein prelazi iz jedne forme u drugu, kao |
vezivanju liganda — koncertirana promena konforneacij

o T stanje ima nizi afinitet za ligand,;
o Za svaki ligand postoji jedno jedino mesto na svakom protome

o Svavezivha mesta su ekvivalentna i imaju idémi vezivne konstante za
ligande

o Konformacija svakog protomera je ogré@ma njegovom asocijacijom sa
ostalim protomerima

o Samo konformaciona promena moze promeniti afinmoégpnera za ligand




MONO-VAIJMAN -SANZEOV
ORGANIZOVANI MEHANIZAM
(MWC)

4 S+ = %1’43
38+[S —— %+38
gg+55 E——— EsgnluQS
s+ 28 = %4—5

Figure 10.3 The MWC meodel for the S|S P @@
binding of ligands to a tetrameric protein. SIS e

S = substrate; T = tense conformation;

and R = relaxed conformation. T FORM R FORM

Strukturni model — dva stanja, “Sve ili nista”




e Svega 3 parametra: _ o

L (alosterna konstanta, konstanta ravnoteze) - odnos konc. T i R za neligirana
stanja,

Kt - konstante disocijacije za svako mesto u T formi

Kr - konstante disocijacije za svako mesto u R formi

e Model daje teorijsku krivu koja se slaze sa krivom vezivanja kiseonika za
hemoglobin

e Objasnjava kontrolu enzimske aktivnosti na jednostavan nacin (efektor menja
R/T ravnotezu):

U odsustvu alosternih aktivatora/inhibitora supstrat se vezuje kooperativno

Efektor se vezuje nekooperativno za jedno od stanja i menja R/T ravnotezu
preferencijelno stabiliSuci jednu od te dve forme.

Aktivator se vezuje za R formu | povecava njenu koncentraciju, a inhibitor se
vezuje za T formu i otezava prelaz u R formu vezivanjem liganda.

U ekstremnim slu€ajevima aktivator ukida R-T ravnotezu i R stanje predominira
— tad nema koperativnosti i kinetika postaje MM.

Mane: koncept simetrije (nema intermedijernih stanja, jedna kvaternerna ‘
strukturna promena).

MWC je sustinski strukturna teorija




Figure 10.4 The abolition of positive cooperativity on the binding of allosteric
effectors to some enzymes. Note the dramatic increases in activity at low substrate
concentrations on the addition of adenosine monophosphate to isocitrate dehydrogenase,
of deoxycytosine diphosphate to deoxythymidine kinase, and of fructose 1,6-diphosphate
to pyruvate kinase; this shows how the activity may be “switched on” by an allosteric
effector (PEP = phosphoenolpyruvate). [From J. A. Hathaway and D. E. Atkinson, J. Biol.
Chem. 238, 2873 (1963); R. Okazaki and A. Kornberg, J. Biol. Chem. 239, 275 (1964); R. Haeckel,
B. Hess, W. Lauterhorn, and K.-H. Wiirster, Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem. 349, 699 (1968).]

+AMP

Isocitrate dehydrogenase

No ef_fector

02 0.4 OiG [Isncitrate](m.ﬁ)

+dCDP s :
Deoxythymidine kinase

No effector

T2 3 [ATP](mwm)

Pyruvate kinase

No effector

2 4 6 8 10 [PEP](mwm)




K sistemi | V sistemi

Kontrola alosternih enzima moze imati dve ekstremne forme :

*kod K(=binding) sistema supstrat i efektor imaju razliCite afinitete zaR1 T
forme — vezivanje efektora menja afinitet enzima za supstrat i obrnuto.

*Kod V (=rate)-sistema supstrat ima isti afinitet za oba stanja, ali jedno stanje
ima mnogo vecu vrednost za kcat.

Efektor se vezuje preferenciejlno za jedno od dva stanja i tako modulira
aktivnost promenom polozaja ravnoteze izmedu dva stanja

Kako se supstrat podjednako vezuje za oba stanja nema kooperativhog
vezivanja supstrata, i vezivanja alosternog efektora ne menja afinitet enzima za
supstrat




Kosland, Nemeti | Filmerovi modeli (KNF model)

KNF model izbegava pretpostavku simetrije MWC modela - progress T—R je sekvencijalan

Konformacija svake subjedinice se menja svakim vezivanjem liganda, bez dramati¢nog
prelaza iz jednog stanja na drugo

MWC model koristi kvaternernu strukturnu promenu, KNF model koristi seriju tercijernih
strukturnin promena.

KNF model ispituje sledece varijable:

- Geometrijski odnos subjedinica

- Konstante vezivanja liganda za protein
- JacCinu interakcija izmedu subjedinica
-Efekat neidenti¢nih subjedinica

UopsSte, broj konstanti je jednak broju vezujuéih mesta, za razliku od MWC koji uvek koristi 3

lako slozeniji KNF model je opstiji i bolje opisuje neke proteine od MWC modela,




KOSLAND-NEMETI-FILMEROV
SEKVENCIJALNI MODEL (KNF)

Pretpostavke:

U odsustvu liganda, protein postoji u Fé)
jednoj konformaciji; \

Po vezivanju, ligand indukuje e
konformacionu promenu u subjedinici \

za koju se vezao. Ova promena se )
moze preneti na susedne podjedinice
preko dodirnih povrsina medju njima. \\

Molekularna interpretacija Adair-ove
jedn&ine

_ K4[A] + 2K AR

© HKqlA]+ KeKgl AP Figure 10.5 The KNF model for the
binding of ligands to a tetrameric protein.




Opsti model
MWC | KNF modeli - ekstremni slu€ajevi opsStijeg modela koji uklju€uje sve moguce kombinaci
Opsti model za alosterni enzim sa 4 vezujuc¢a mesta uklju€uje hibridne oligomere
Postoji 25 razli¢itih formi enzima - Prva | Cetvrta kolona MWC, a dijagonala KNF
Svi gore navedeni modeli su ekvilibrijumski modeli — kad je Vo/ Vmax prava mera Y

Kooperativnost se moze javiti | iz €isto kineti€kih razloga - u mehanizmima koji uopsSte ne
pokazujuju kooperativnost kada se vezivanje meri u ravnotezi (pr. Heksokinaza D).

T-state Hybrid states R-state

&3 8 8 8

&
H B
33
&

U praksi je suvise komplikovan _‘ :
pa se eksperimeatini rezultati ooy
interpretiraju kroz KNF i MWC Q
I
(
|

b

simplifikacije

\v




OPSTI MODEL

Figure 10.6 Eigen's general scheme
for the binding of ligands to a tetrameric
protein. The columns on the extreme left
and right represent the MWC _
simplification. The diagonal from top left
to bottom right represents the KNF
simplification.

% [P 72 [ P
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Negativna kooperativnost (antikooperativnost) |
reaktivnost polovine mesta

e Neki enzimi sukcesivno vezuju ligande sa opadaju¢im afinitetom, Sto se
moze objasniti time da se ligand prvo vezuje za mesta sa najvecim afinitetom.
e Medutim, u mnogim slucajevima ovo se javlja kod oligomera sa identiCnhim
subjedinicama — tirozil-tRNA sintetaza i gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

Antikooperativnost se ne moze objasniti MWC teorijom — vezivanje prvog
liganda moze stabilisati samo visoko-afinitetno stanje i ne moze povecati
udeo T stanja.

Ali se moze opisati KNF teorijom — vezivanje liganda za jedno mesto dovodi
do konf. promene koja se prenosi na slobodnu subjedinicu

Negativna kooperativnost je dijagnosticki test KNF modela

Reaktivnost polumesta — enzim koji poseduje 2n mesta reaguje brzo samo na
n od njih — moze se detektovati samo presteady state kinetikom (tirozil-tRNA
Sintetaza) ‘
Ne moze se opisati MWC teorijom jer jer mesta gube svoju ekvivalenciju i

gubi se time i simetrija.




Pore denje MWC | KNF modela

e MW(C je u osnovi strukturna teorija, dok KNF model izbegava pretpostavku simetrije ali
koristi druge simplifikacije

e KNF pretpostavlja da je progress iz T u R sekvencijalan process (konformacija svake
subjedinice se menja kako se koji ligand veze, bez dramatiéne promene iz jednog stanja
u drugo) - KNF model je opstiji od MWC

e Negativna kooperativnost iskljucuje MWC model, dok za pozitivhu koperativhost vaze
oba modela

___f——-m

The concarted [MWC] model for alosteric regulation

& % 5:' 89
@d;; %®

mmﬁd[ﬂﬁmﬂdm:.lmmmfum
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Table 10.2  Some enzymes showing half-of-the-sites reactivity

Number of
Enzyme Reaction subunits Ref.
Acetoacetate Inactivation of active-site 12 1
decarboxylase lysine
Aldolase Partial reaction with 2 2
fructose 6-phosphate
Aminoacyl-tRNA Biphasic formation of 2 3
synthetases (some) aminoacyl adenylate
Cytidine triphosphate Stoichiometry of 4 4
synthetase irreversible inhibition
Glyceraldehyde Reaction with 4 5
3-phosphate nonphysiological
dehydrogenase substrates; but full site
reactivity with
physiological
Aspartate CTP binding 6 (regulatory) 5
transcarbamoylase Carbamoyl phosphate 6 (catalytic)
binding
Glutamine synthetase Irreversible inhibition 8 6

Negativha kooperativnost je dijagnast test za KNF model.

HSR se mpe odrediti jedino pre-steady state kinetikom. Neoplood

je tatno znati koncentracijuu vezivnih mesta enzima.

n‘




MWC vezivna kriva

Prema MWC teoriji kriva zasi¢enja za bilo koji oligomerni protein sastavljen od n
protomera se definiSe samo sa 3 nepoznata parametra i koncentracijom liganda (L,
Kr, Kti S

) X, _ (Ty)
Kr — konstanta disocijacije sa R C fr,__ LR
Kt — konstanta disocijacije sa T

C —relativni afiniteti R i T stanja, faktor za koji se pomera ravnoteza vezivanjem
liganda
L - alosterna kostanta, relativhe stabilnosti R i T stanja

Frakcija proteina za koju je vezan ligand, Y, se racuna iz jednacCine balansa masa

(Rl + 2[Ryl + -+ + n[R,]) + (ITy] + 2[Ty] + - + nlT,])
ﬂ{{RU] =+ [Rl] il o [er] + |-T[':'1 i [Tl-l + T IT,-;I}




_ Al (AT [A][R]  [A][Rg]

ST

[A][To]
ﬁ B [Tq]
Kp  [A][Rg]

IR4]

[T,] TR T TR

R.eamanging and substituting Ly for [Tp]/[Ryg], the
equulibrium constant in the abgence of ligand, we have;

[T] [Tp]
[R(] ) [Rg] oo




MWC VEZIVNA KRIVA

[S] - Normalizovana koncentracija liganda

Kg

y —

Jednacina za opisivanje MWC modela alosterije za homotropne
Interakcije:

'\_‘__'.

_ Lea(l + ca)™ ! + a1 + a)™!

Y
Ld+ca)*+ (1 + a)"

Y —frakcija proteina sa vezanim ligandom

Frakcija proteina u R stanju:

_ 1+ a)"
L1+ ca)* + (1 + a)”




Table 10.3  Allosteric constants for sonte proteins

Number

of Hill

binding constant
Protein Ligand sites(n) (h) L c Ref.
Hemoglobin 0, 4 2.8 3x10° 001 1
Pyruvate kinase ~ Phosphoenol- 4 2.8 9 X 10% 0.01¢ 2

(yeast) pyruvate

Glyceraldehyde @ NAD? 4 2.3 60 0.04

3-phosphate
dehydrogenase
| (yeast)

3




Zavisnost Hilove konstante od L i1 C

h se moze izraCunati kompjuterskim fitovanjem u jednacinu
Plotovanje h vs. L pri konstantnom c daje zvonastu krivu.

4n T T T T | T
n=4
£ 3r § 30t .«
17} 2 S . o
c 8 . .
o - [ ] L]
o 5 T 20 ohd *° G
b=t - °
I L] A o o .
c=0.10 1.0 A .l 1 L i [ I 1 1 L
1 ] ] 1 01 2 3 456 7 8 9 10N
-t 01 2 3 4 5 6 log L
log L - . . s
Figure 10.9 Variation of the Hill constant with L for the binding of oxygen to various

Figure 10.8 Variation of the Hill mutant hemoglobins. [From J. M. Baldwin, Progr. Biophys. Molec. Biol, 29, 3 (1975).]

constant with L for a tetrameric protein. .
[From M. M. Rubin and J.-P. Changeux, J. L = c"‘?l/ 2
Molec. Biol. 21, 265 (1966).]

h je 1 za L mnogo vece ili manje od ¢, a maksimalan je kad je L=c™?2
Kad je L malo inicijalno postoji dovoljno proteina u R stanju dajuci dobro vezivanje

pa nema znatnog pomeranja ravnoteze ka R
Kad je L jako veliko koncentracija R stanja je jako mala da bi znacajno doprin‘

vezivanju
Zvonasta kriva je od narocCitog interesa u analizi kako strukturne promene proteina

utiCu na L.




Y vs alpha, c=0, varying L
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subjedinica, katalitiCke bez
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kooperativhost (MWC model)
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DIJAGNOSTICKI TESTOVI ZA
KOOPERATIVNOST & MWC VS KNF

Positive cooperativity'

v 1.0k No cooperativity

Negative cooperativity
or
two nonequivalent sites

v/[L]

Figure 10 10 Plots of sto1ch10metry v against v/[L] for the bmdmg of ligand (L) to a
dimeric protein.




Dijagnosti €ki test za kooperativhost | MWC vs. KNF
mehanizme

Kooperativnost se odreduje iz h Hilove jednacine ili iz karakteristi¢nih
devijacija od ravnih saturacionih krivih ili iz Skacardovih krivih

Negativna kooperativnost iskljuCuje jednostavan MWC model, ali pozitivha se
uklapa u oba modela

Analiza oblika vezujucih krivih je diskutabilna jer oba modela predvidaju slicnhe
oblike

Teoretski merenje brzina vezivanja liganda moze razlikovati ova dva modela
MWC model predvida manje relaksacionih vremena, jer ima manje stanja

KinetiCari preferiraju KNF model jer su kinetiCka merenja mnogo osetljivija na
prisustvo intermediejra - KNF ima viSe varijabli i fleksibilnija je u fitovanju

podataka. ‘




KNF vezuju ¢a kriva

MWC model daje jednostavnu jednacinu usled pretpostavke samo 2 konstante
disocijacije

KNF model zahteva razliCite konstante disocijacije za svako intermedijerno
stanje, i ne postoji jednostavna opsta jednacina za Y — Sto je viSe vezujucih
mesta to je i viSe varijabli

Napomena: to Sto eksperimentalne krive vezivanja fituju u MWC jednacinu, iz
koje se mogu dobiti L i ¢ vrednosti, ne znaci da i strukturne promene slede
MWC model, jer i KNF model predvida istu krivu vezivanja.




Pozitivha koper ativnost

*Aderova jednacina

Enzim sa dva vezujia mesta - ako vezivanje jednog supstrata promeni konstantu
disocijacije K, za factora, a kcat ostane isto sekvenca reakcije je:

K
E+Avm— EA — 2 5 E+p

+ +

A A
ok K,
PrET  AE 4 At ABA — . A +P

K

k

EA+P

Ako je Vmax = 2 kcat Eo, | izvodjenje jednacine brzine je zasnovano na pretpostavci
brze ravnoteze dobijamo

A] | 1A

Kil4] + ZK1Kol AP Vo _ Ki oK}
v= V 2]A] A
1+K1[4] + KiKa A2 max o 218) A

K | ok




Enzim sa 4 identicna mesta - ako vezivanje prvog supstrata menja Ka za factor g,
vezivanje sledeceg menja konstantu disocijacije za ostala neokupirana mesta za factor
b, ..., onda efektivna konstanta disocijacije za vezivanje prvog, drugog, | teCeg supstrata
je:

Kh E:EH,.\ {II?HKA

Hm='1‘ KM: 3 Kgs—

KM - EIE?E::H{A

Napomena: promena indukovana prvim molekulom supstrata se zadrzava, tako da
promena indukovana drugim | tre¢im je kumulativna.

[A] sl AP [A]*
vo  Ki aKi a?bKi a3b%cK}
Vinax . 4[A]  6[A]°  4AP A 1[“"1 - 4kmtEu~
Kxn  aKi a*bK} ab*cK}




