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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Alosterija je jedan od nacina regulacije proteinske aktivnosti. Sposobnost alosterickih proteina
da mijenjaju tercijarnu i kvaternu strukturu, $to dovodi do razlike u afinitetu vezanja supstrata,
uvelike ih razlikuje od uobicajenih proteina. Pomocu alosterije enzimi mogu gotovo trenutno
osjetiti koncentraciju metabolita u stanici i djelovati u skladu s time.

U ovom radu opisana su svojstva, grada i konformacijske promjene triju proteina:
hemoglobina, te enzima aspartat-transkarbamoilaze i fosfofruktokinaze. Hemoglobin je prvi
protein povezan sa specificnom fizioloSkom funkcijom, prijenosom kisika iz podrucja visih
parcijalnih tlakova kisika u podrucja nizih parcijalnih tlakova kisika. Takoder je uzet kao
predmet proucavanja kojim je potpomognuto objasnjavanje kontrole enzimske aktivnosti i
opcenitih mehanizama djelovanja alosterickih proteina. Postoje dva takva osnovna
mehanizma: uskladeni 1 sekvencijalni model alosterije. Uskladeni model podrazumjeva da se
svaka podjedinica nalazi u jednom od dva moguéa stanja, T i R, dok sekvencijalni model
pretpostavlja postojanje viSe prijelaznih konformacija izmedu dvije krajnosti, T 1 R stanja.

Alostericki proteini mogu imati visSe razli¢itth modulatora koji se mogu vezati na razlicita
mjesta na proteinu. Tako je kod hemoglobina vezno mjesto za kisik ujedno i aktivno
(kataliti¢ko) 1 regulatorno (alostericko) mjesto 1 nalazi se na sve Cetiri podjedinice, dok za
njegov modulator 2,3-bisfosfoglicerat postoji samo jedno alostericko mjesto unutar cijelog
tetramera. Aspartat-transkarbamoilaza posjeduje dvije vrste podjedinica sa zasebnom ulogom:
regulatornu, koja sadrzi alostericko mjesto, 1 kataliti¢ku, koja sadrzi aktivnho mjesto dok se
kod fosfofruktokinaze 1 aktivno mjesto nalazi uglavnom pri sredini podjedinice, a regulatorno

na sucelju podjedinica.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Alostericki protein (od grékog allos (&ALoc), drugi i stereos (ctepedc), prostor)! je protein &ija
je aktivnost pod utjecajem alosterickih modulatora. Takvi proteini sastavljeni su od vise
podjedinica, od kojih jedna ili viSe podjedinica sadrzi alostericko mjesto. Alostericki
modulator s alosterickim mjestom tvori reverzibilne nekovalentne interakcije koje su uzrok
promjene konformacije cijelog proteina. Na taj nacin su alostericki proteini u moguénosti
osjetiti trenutnu koncentraciju odredenih metabolita — alosterickih modulatora te povecati ili
smanjiti svoju aktivnost, stoga imaju vrlo vaznu ulogu u regulaciji pojedinih mjesta raznih
metabolickih puteva. Primjeri takvih enzima su fosfofruktokinaza 1 s ulogom u metabolizmu
ugljikohidrata te aspartat-transkarbamoilaza s ulogom u metabolizmu nukleotida.

Alostericki proteini su polimerne strukture te promjena nekovalentnih interakcija izmedu
podjedinica uzrokovana vezanjem ili otpuStanjem modulatora doprinosi (de)stabilizaciji
pojedine konformacije u odnosu na drugu na temelju njihovih razlicitih afiniteta prema
supstratu. Bilo koja promjena u medusobnom odnosu podjedinica (rotacija, savijanje)
polimera ili unutar njih moze rezultirati u promjeni izgleda i svojstava aktivnog mjesta i na taj
nacin dovesti do razli¢itog afiniteta vezanja modulatora i supstrata.

Cilj rada je prikazati kako naizgled jednostavna promjena uslijed djelovanja modulatora,
poput sjedanja iona Zeljeza u ravninu hema prilikom vezanja jedne molekule kisika, dovodi
do preciznih 1 kompleksnih radnji neophodnih za normalno funkcioniranje organizma, §to je u
navedenom slucaju uspjesno prenosenje molekule kisika iz podrucja podrucja visih u podrucja
nizih parcijalnih tlakova kisika na Sto se nadovezuju i brojne druge vazne aktivnosti.

Svrha rada je pruziti pregled tri proteina (hemoglobina, aspartat-transkarbamoilaze i
fosfofruktokinaze 1) s razli¢itom ulogom, koji su razli¢ito regulirani i strukturirani, a

poveznica izmedu njih je upravo alosterija.
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8§ 2.Modeli alosterije i alosterija kod hemoglobina, aspartat-transkarbamoilaze i fosfofruktokinaze 1

§2. MODELI ALOSTERIJE | ALOSTERIJA KOD
HEMOGLOBINA, ASPARTAT-
TRANSKARBAMOILAZE |
FOSFOFRUKTOKINAZE 1

2.1. Alostericka regulacija i kooperativnost

Kooperativnost je vazno svojstvo alosterickih proteina, a govori o utjecaju vezanja jednog
liganda (alosterickog modulatora) na vezanje drugog liganda, na razli¢ito mjesto na proteinu.
Ukoliko je modulator jednaka molekula kao i ligand, on je homotropan modulator, a ako je
razli¢ita molekula, tada je modulator heterotropan. U¢inak modulatora moze biti pozitivno i
negativno kooperativan, ovisno o tome povecava li on ili smanjujeafinitet proteina za daljnjim
vezanjem supstrata. Pregled nekih alosterickih modulatora hemoglobina, aspartat-
transkarbamoilaze i fosfofruktokinaze je dan u Tablici 2.1, a o njima ¢e se detaljnije govoriti u

kasnijim dijelovima rada.

Tablica 2.1.Neki alostericki modulatori hemoglobina (Hb), aspartat transkarbamoilaze (ATC-
aza) i fosfofruktokinaze 1 (PFK1) (BPG, bisfosfoglicerat; IHP, imidazol-heksafosfat;
PALA,N-(fosfonacetil)-aspartat; F2,6BP, fruktoza-2,6-bisfosfat; PEP; fosfoenolpiruvat).

Hb ATC-aza PFK1
K il-fosf
homotropni modulatori 0, arbamA?p ostat, Fruktoza-6-fosfat

AMP, ADP
ozitivni ATP, dATP el

heterotropni P / F2,6BP, cAMP

modulatori L BPG, IHP, CTP, UTP, dCTP, .
negativni CO,, H* CI dTTP, PALA ATP, citrat, PEP

Kooperativno vezanje Oz za Hb je uzeto kao model alostericke regulacije vezanja supstrata na
enzim. Posljedica kooperativnosti je sigmoidalna krivulja ovisnosti pocetne brzine reakcije
(vo) o koncentraciji supstrata ([S]). Alosteri¢ki proteini mogu postojati u vise konformacija:
konformaciji ve¢eg afiniteta prema supstratu (R konformacija) i konformaciji manjeg afiniteta
prema supstratu (T konformacija). Sigmoidalna krivulja se moze predociti kao zbroj dviju

krivulja koje bi odgovarale kinetici Michaelis-Menten: one koja odgovara R konformaciji i

Valentina Badurina ZavrSni rad



8§ 2.Modeli alosterije i alosterija kod hemoglobina, aspartat-transkarbamoilaze i fosfofruktokinaze 1

one koja odgovara T konformaciji, §to je skicirano na Slici 2.1.1. Pozitivan alostericki
modulator (u slucaju enzima - aktivator) stabilizira R konformaciju, dok negativni alostericki

modulator (u sluéaju enzima - inhibitor) stabilizira T konformaciju (Slika 2.1.2).

R konformacija

Vi

T konformacija

[5]

Slika 2.1.1. Sigmoidalna krivulja brzine vezanja supstrata na alosteri¢ki protein (crna
krivulja). Pri niskim koncentracijama [S], krivulja vezanja supstrata na enzim slijedi krivulju
za T stanje (crvena krivulja), a povecanjem koncentracije [S], krivulja pocinje pratiti krivulju

za R stanje (plava krivulja).

aktivator — _—

Vi

/ inhibitor

[5]
Slika 2.1.2. Utjecaj aktivatora i inhibitora na izgled sigmoidalne krivulje vezanja supsrata za

alosteric¢ki enzim.

2.1.1. Hillova jednadzba
Hill je formirao jednadzbu koja empirijski opisuje vezanje kisika na Hb jos 1913., kada nije

bila odredena kvaterna struktura i broj povezanih podjedinica. Opcenit izraz za vezanje

supstrata za enzim dan je u nastavku:
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8§ 2.Modeli alosterije i alosterija kod hemoglobina, aspartat-transkarbamoilaze i fosfofruktokinaze 1

[s1™
[S]™+ [Sso]™

Y =
gdje je Y frakcijsko zasicenje, to jest udio veznih mjesta enzima popunjenih supstratom, n je
broj veznih mjesta, [S] je koncentracija supstrata, a [Sso] je koncentracija supstrata kada je
enzim poluzasi¢em supstratom (polovica veznih mjesta je popunjena).

U sluc¢aju Hb kao [S] se uzima parcijalni tlak kisika (p(O-)), a kao [Sso] se uzima parcijalni

tlak kisika kad je Hb poluzasic¢en kisikom (pso) te analogna Hillova jednadzba glasi:

p(02)"
p(02)™+ pse™

Jednostavnosti radi, koristi se linearizirani oblik:

log () = log (X225) = n11og(p(0,)) — nlog(pso).

Pso

Dijagram linearne ovisnost log(Y / (1-Y)) o log(pO2), nazvan Hillovim dijagramom, dobro
opisuje vezanje Kisika za hemoglobin samo u intervalu parcijalnih tlakova kisika od 1333 Pa
do 13332 Pa. Pritom n (Hillov koeficijent) daje opis kooperativnosti: n> 1 ukazuje na
pozitivnhu kooperativnost (za ljudski hemoglobin niznosi izmedu 2,8 i 3,0), n = 1 na
nekooperativnost, kad je enzim ligandima stabiliziran u T ili R konformaciji, a n< 1 na
negativnu kooperativnost. U grafu ovisnosti Y o p(O.), za vrijednosti n> 1 krivulja je

sigmoidalna, a za n = 1 je hiperbolna.

2.1.2. Adairova jednadzba
Adairova jednadzba (A.Adair, 1924.) pruza opcenit opis vezanja liganda za protein, no za
razliku od Hillove jednadZbe uzima u obzir i oblike proteina kod kojih su vezna mjesta

djelomiéno popunjena. Za &etiri vezna mjesta(za hemoglobin) ima oblik:2

[s] 3[s1?, 3[s]® | [s]*
Y = kq kiky  kikzks  kikzksks
- 144081, 6[S12, 4[s]3 | [s]*

k1 " kiky  kikaks ' kikzkzks
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8§ 2.Modeli alosterije i alosterija kod hemoglobina, aspartat-transkarbamoilaze i fosfofruktokinaze 1

Y je frakcijsko zasi¢enje, [S] je koncentracija supstrata, ki je mikroskopska konstanta

disocijacije, tj. konstanta disocijacije za pojedino vezno mjesto:

_ (m—=i+1)[ES;_4][S] _ (n-i+1 _
=T sy (=) ke

Ki je makroskopska konstanta vezanja i-tog liganda za protein, n je broj veznih mjesta na
proteinu, [ESi] je koncentracija kompleksa enzim-supstrat).

Adairova jednadzba matematicki pruza dobar opis vezanja liganada za protein, no ne
objasnjava kako se i zasto ligand u pojedinim koracima veze uz razliCite vrijednosti ki, S

razli¢itim afinitetom.

2.1.3. Uskladeni (MWC, po Monodu, Wymanu i Changeuxu) model alosterije
U uskladenom modelu svaka podjedinica se moZe nalaziti u barem dva konformacijska stanja
(R i T) razli¢itog afiniteta vezanja liganda koja su u ravnotezi bez obzira na to koliko je
veznih mjesta popunjeno. Ravnoteza izmedu konformacijskih stanja mijenja se vezanjem
liganda i sve su podjedinice u istoj konformaciji. Ligand se moZze vezati za podjedinicu u bilo
kojem stanju, a afinitet vezanja ovisi jedino o konformacijskoj promjeni. Nakon
konformacijske promjene, simetrija proteina ostaje o€uvana.

Uskladeni model opisuje i homotropne i heterotropne interakcije. Jednadzba koja opisuje

homotropne interakcije glasi:

a(l+a)* Y+Lca(1+ca)®?t

Y= A+a)"+L(1+ca)™

gdje je n broj podjedinica proteina, L=[To]/[Ro] je ravnotezna konstanta disocijacije izmedu T
I R stanja u odsutnosti liganda, a=[S]/kr je normalizirana koncentracija liganda, c=kr/kr, pri
¢emu su kr 1 kr mikroskopske konstante disocijacije liganda iz kompleksa s proteinom u R
stanju, odnosno T stanju, ac oznacava afinitet pojedinog stanja za vezanjem liganda. Za niske
vrijednosti L o¢ekuje se vise R stanja nego za vise vrijednosti L pri jednakoj «. Ukoliko se
ligand veZe samo na R stanje (C = 0) moze se ocekivati veca kooperativnost vezanja liganda
Sto je viSe T stanja u odnosu na R. Takoder, za visoke vrijednosti L, konformacija se mora

promijeniti u R da bi se da bi se vezao ligand i, time Sto sve podjedinice tada moraju
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8§ 2.Modeli alosterije i alosterija kod hemoglobina, aspartat-transkarbamoilaze i fosfofruktokinaze 1

promijeniti stanje iz T u R, omogucio vezanje ostalih liganada.Za slucaj da je L velika i ligand
se moze vezati i za protein u T stanju (no s manjim afinitetom nego za R stanje), ako je
koncentracija liganda velika, vezat ¢e se za T stanje. Nasuprot tome, ako je njegova
koncentracija mala, vezat ¢e se ipak za R stanje, $to e stabilizirati R stanje i Ciniti ga
ucestalijim i dolazit ¢e do povecanja kooperativnosti.

Uskladeni model za heterotropne interakcije pretpostavlja postojanje triju razli¢itih tipova
liganada koji se vezu na razli¢ita mjesta na proteinu s razli¢itim afinitetima za pojedina
konformacijska stanja:

e supstrat (S) — veze se samo na R stanje;
e aktivator (A) — veze se samo na R stanje;
e inhibitor (I) — veZe se samo na T stanje.

JednadZzba koja opisuje uskladeni model za heterotropne interakcije glasi:

a(l+a)™ 1
L+
a+yn

Y_

B (1+a)™+

uz a= [S]/kr, p = [1)/kr i y= [A]/kr. Vezanje aktivatora za protein olakSava vezanje supstrata
jer odrzava veci udio proteina u R stanju, ali smanjuje kooperativnost (pozitivni heterotropni
uc¢inak). Vezanje inhibitora oteZava vezanje supstrata jer se T stanje teZe prevodi u R stanje,

¢ime se povecava kooperativnost (negativni heterotropni u¢inak).

2.1.4. Sekvencijalni (KNF, po Koshlandu, Némethyju i Filmeru) model alosterije — model
induciranog pristajanja

Za razliku od uskladenog modela, sekvencijalni model ne zahtjeva ocuvanost simetrije nakon
konformacijske promjene , kao ni to da se ligand i vezno mjesto veZu po principu kljuc-brava.
Sekvencijalni model podrazumijeva da vezanje liganda za jednu podjedinicu inducira
konformacijsku promjenu susjedne podjedicine tako da joj se poveca afinitet za vezanjem
liganda. Ovaj model stoga zahtjeva postojanje prijelaznih konformacija izmedu T i R stanja.
Sekvencijalni model daje dobar opis Adairove jednadzbe jer oblik jednadZzbe takoder ovisi o
broju popunjenih podjedinica i objaSnjava postojanje vise razli¢itih mikroskopskih konstanti
disocijacije.

U sekvencijalnom modelu afinitet za vezanjem liganda na protein ovisi 0 broju vezanih

liganada, a u uskladenom modelu o cjelokupnoj konformaciji, tj. kvaternoj strukturi. Veéina
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8§ 2.Modeli alosterije i alosterija kod hemoglobina, aspartat-transkarbamoilaze i fosfofruktokinaze 1

alosterickih proteina ima karakteristike i uskladenog i sekvencijalnog modela. Koji model je
bolji za opis kojeg proteina ovisi o ja¢ini i vrsti interakcija izmedu podjedinica i kompaktnosti

pakiranja podjedinica.

2.2. Hemoglobin

Hemoglobin je protein sadrzan u crvenim krvnim stanicama koji, zahvaljujuéi svojim
alosterickim svojstvima, ima ulogu u brojnim procesima: prenosi kisik iz plu¢a (Skrga ili
koze) u tkiva, pridonosi regulaciji pH te prijenosu ugljikova dioksida u pluc¢a, kojima se
izluCuje iz organizma. Razvojem sloZenijih organizama se morao razviti takav ucinkovit
prenositelj kisika jer je topljivost kisika u krvnoj plazmi preniska, a brzina difuzije kisika kroz
tkiva deblja od 1 mm premala da bi se prenijelo dovoljno kisika za potrebe metabolickih

puteva takvih organizama.

2.2.1. Grada hemoglobina

Hemoglobin je tetramer, sastavljen je od 2a 1 2 podjedinice. Svaku podjedinicu ¢ini jedan
polipeptidni lanac (globinski dio), na kojeg je nekovalentno vezana prosteti¢ka skupina hem.
Svaki polipeptidni lanac je strukturiran u 8 a-zavojnica (oznacavaju se slovima engleske
abecede od A do H redom od N-terminalnog kraja prema C-terminalnom kraju, a pojedina
aminokiselina svakog lanca se oznacava slovom zavojnice u kojoj je i brojem, ovisno o tome
koja je po redu u zavojnici ili brojem koja je ukupno u polipeptidnom lancu, brojec¢i od N-
terminalnog kraja). Hem ¢ini protoporfirin IX s vezanim atomom zeljeza u sredini.
Protoporfirin IX sadrzi ¢etiri pirolna prstena, povezana metilenskim mostovima, na kojima su
ukupno cetiri metilna, dva propionatna 1 dva vinilna supstituenta. DuSikovi atomi
protoporfirinskog prstena zauzimaju Cetiri oktaedarska koordinacijska mjesta vezanog Zeljeza.
Na peto koordinacijskomjesto vezan je bocni ogranak proksimalnog His, a na Sesto
koordinacijsko mjesto, nasuprotno od bo¢nog ogranka His veZe se molekula kisika. Na Sesto
koordinacijsko mjesto Zeljeza se moze vezati molekula CO, NO, CN ili H2S s veéim
afinitetom nego kisik i zbog tog svojstva kompetiranja kisiku su navedene molekule otrovne.
Zeljezo veze kisik samo u oksidacijskom stanju (IT). Globinski dio hemoglobina omoguéuje
reverzibilno vezanje kisika. Bez globinskog dijela bi se zeljezo (II) oksidiralo u prisutnosti

kisika.

Valentina Badurina ZavrSni rad



8§ 2.Modeli alosterije i alosterija kod hemoglobina, aspartat-transkarbamoilaze i fosfofruktokinaze 1

Interakcije izmedu podjedinica a1 i B1 te a2 1 B2 ostvaruju se preko 30 bocnih ogranaka i
jace su od onih izmedu o1 i B2 te a2 1 P1 koje se ostvaruju preko 19 bocnih ogranaka. Te
interakcije su hidrofobne, dok su interakcije izmedu oy i a2 te B1 i B2 polarnog karaktera.

Vezanje kisika za hemoglobin (oksigenacija) dovodi do promjene kvaterne strukture , no
simetrija tetramera ostaje saCuvana (pseudo-D2, modulirani tetraedar). Oksigenacijom
konformacija deoksihemoglobina (T stanje) prelazi u konformaciju oksihemoglobina (R

stanje).

2.2.2. Konformacijske promjene — Perutzov mehanizam

Na osnovi rentgenske kristalne strukturne analize i slika T 1 R stanja, Perutz je predlozio da je
promjena iz T stanja u R uvjetovana promjenom poloZaja bo¢nih ogranaka aminokiselina koje
okruzuju hem.

Zeljezo u hemu, u T stanju je pomaknuto za 0,6 A iz ravnine porfirinskog prstena prema
proksimalnom HisF8 (i F zavojnici) te su veze Fe-Nporfirin preduge da bi Zeljezo bilo u ravnini
porfirisnkog prstena. Promjena hemskog elektronskog stanja vezanjem kisika i potreba za
uklanjanjem sterickih smetnji porfirina pri koordiniranju molekule kisika dovodi do
skra¢ivanja veza Fe-Nporfirin 1 ulaska atoma zeljeza u ravninu porfirinskog prstena (Slika
2.2.2.1.). Zeljezo svojim pomicanjem pomice i reorijentira proksimalni His F8 koji za sobom
pomice ostatak F zavojnice. Reorijentacija proksimalnog His F8 je vazna jer bi se inace

njegov boc¢ni ogranak sudario s porfirinskim prstenom.
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F zavojnica

Val FG5

Porfirin Fel4 Porfirin
Hem

0y

Slika 2.2.2.1. Pomak iona Zeljeza u ravninu hema kad se na Zeljezo veze molekula kisika je
prema Perutzu uzrok za prijelaz iz T stanja (plavo) hemoglobina u R stanje (crveno).
llustracija je preuzeta i prilagodena prema: D. Voet, J. G. Voet, Biochemistry, 4.izdanje, John
Wiley & Sons, Inc., 2011, str.336.

C-terminalni kraj pomaknutog lanca lezi na sucelju dvaju aff dimera te je time konformacijska
promjena prenesena s jedne podjedinice na ostale. To dovodi do promjene kvaterne strukture
pri prijelazu T stanja u R stanje(Slika 2.2.2.2.). Posto su a1 i B1 te a2 i B2 podjedinice jace
medusobno povezane od a1 i1 B2 te a2 i f1, pomak F zavojnice je mogu¢ samo uz rotaciju
dimera ai1f:1 za 15° u odnosu na dimer a2f2 i medusobno priblizavanje B podjedinica.
Promjena sucelja izmedu dva aff dimera posredno dovodi do poveéanja afiniteta hemoglobina

za vezanjem ostalih molekula kisika.
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Slika 2.2.2.2. Strukture hemoglobina u (a) T stanju i (b) R stanju. Podjedinice su obojane
razli¢itim bojama te je vidljivo medusobno priblizavanje podjedinica, Supljina u sredistu je
manja kod R stanja. U izradi slike kori$ten je PyMOL i pdb kodovi 1HGA za T stanje i 1BBB

za R stanje.

U T stanju His FG4p2 je u ,,dZepu” izmedu Pro CD2a1 i Thr C6as dok u R stanju isti His
FG4p2 upada u ,,dZzep* izmedu Thr C6as i Thr C3a1(Slika 2.2.2.3.). Analogna promjena se
dogada s bo¢nim ograncima o2 i B1 podjedinica. Bo¢ni ogranci su samo u ta dva stanja
dodatno stabilizirani vodikovim vezama, stoga su dozvoljene samo dvije stabilne
konformacije hemoglobina: T i R. Na prijelaz T stanja u R stanje utje¢e Val El11 B
podjedinica koji prijeci put kisiku da se veze za zeljezo. Time uzrokuje stericko odbijanje
izmedu hema 1 molekule kisika i naprezanje koje potpomaze preskoku konformacije molekule
iz T u R stanje. Postojanje samo dvije stabilne konformacije je u skladu s MWC modelom

alosterije.
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Asn G4 (102)
Asp G1 (94)
-

oksigenacija

Asp G1 (99)

Slika 2.2.2.3. Prikaz sucelja B2 1 a1 podjedinice (a) T stanja, na mjestu ostvarivanja vodikove
veze Tyr C7a1 s Asp G1B2 i (b) R stanja, na mjestuostvarivanja vodikove veze Asp Gla S
Ans G4f». llustracija je preuzeta i prilagodena prema:Voet, J. G. Voet, Biochemistry,
4.izdanje, John Wiley & Sons, Inc., 2011, str. 337.

Oba stanja su energetski stabilnija oksigenirana, no T stanje je tada manje stabilno od R.
Ukoliko kisik nije vezan, stabilnije je T stanje. Perutz je izratunao AG(T - R) = 3.5 kcal po
podjedinici. U odsutnosti kisika, T stanje je stabilnije jer su C-terminalni krajevi stabilizirani
ionskim mostovima koji se javljaju i izmedu i unutar podjedinica. Energija stvaranja Fe-O-
veze doprinosi pucanju ionskih mostova i destabilizaciji T stanja. Uklanjanje jednog ili svih
C-terminalnih krajeva (Arg 141a i His 146) smanjuje stabilnost T stanja zbog nemogué¢nosti

nastajanja ionskih mostova.

2.2.3. Bioloska vaznost kooperativnosti
Na hemoglobin se kisik veze pozitivno kooperativno. Kako vezanje jedne molekule kisika
povecava afinitet hemoglobina za vezanjem ostale tri molekula kisika, tako i otpustanje jedne
molekule kisika s hemoglobina zasi¢enog kisikom olakSava otpusStanje ostalih molekula
kisika. Nacin vezanja kisika za hemoglobin moze se prikazati dijagramom na ¢ijoj je osi
frakcijsko zasi¢enje hemoglobina kisikom (Y), a na apscisi parcijalni tlak Kkisika (p(O2)).
Krivulja te ovisnosti je sigmoidalna i odnosi se na hemoglobin u eritrocitima, gdje postoje
ostali alosteri¢ki modulatori poput 2,3-bisfosfoglicerata.

Bioloska vaznost kooperativnog vezanja kisika za hemoglobin je ta da hemoglobin

prenese kisik iz tkiva gdje je p(O2) visok (u plu¢ima je ~13332 Pa), tj. gdje je kisikom

Valentina Badurina ZavrSni rad
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zasi¢eno 98% hemoglobina, u tkiva gdje je p(O2) nizak (~2666 Pa) i kisikom je zasi¢eno 32%
hemoglobina, a gdje je kisik potreban za odvijanje metabolickih puteva (Slika 2.2.3.).

Tkiva Pluéda
i I — :
Yy 7% Hemoglobin
0.8 —/
ol | W i
nekooperativni
| rotein
04 P
0.2
0.0 | | J
0 2666 13332 26664
p(02)/Pa

Slika 2.2.3. Kisik se razli¢ito prenosi hemoglobinom i mioglobinom. Hemoglobin prenosi
kisik kooperativno, pri cemu 66% veznih mjesta sudjeluje u prijenosu kisika izmedu pluca i
ostalih tkiva. Za razliku od hemoglobina, mioglobin precvrsto veze kisik i samo 7% veznih

mjesta prenosi Kisik u prikazanom rasponu pa je on los prenositelj kisika. Umjesto
hemoglobina se mogao razviti i hipotetski, nekooperativni protein s hiperboli¢nom krivuljom
zasi¢enja kao kod mioglobina, koji bi prenosio kisik u¢inkovitije nego mioglobin, ali jos
uvjek manje uc¢inkovito nego kooperativni hemoglobin (imao bi 38% veznih mjesta koja
prenose Kisik izmedu pluéa i ostalih tkiva).* llustracija je preuzeta i prilagodena prema: J.M.
Berg, J. L. Tymoczko, L. Stryer, Biochemistry, 6. izdanje, W. H Freeman and Company, New
York, 2007.

Zanimljivost

Tjelesna aktivnost utje¢e na prijenos kisika. Pri odmoru p(O2) u tkivima je 5333 Pa
(Y = 77%), nakon tjelovjezbe je p(O2) jednak 2666 Pa (Y = 32%), a u mis$i¢ima moze
biti 1 < 2666 Pa, Sto omogucuje vece koriStenje kooperativnog svojstva hemoglobina
kao prenositelja kisika pri vjezbanju u uvjetima kad je miSi¢ima potrebno vise kisika za
aeroban rad. Dio izmedu 2666 Pa i 5333 Pa odgovara najstrmijem dijelu krivulje

vezanja kisika i razlici frakcijskog zasi¢enja od ¢ak 45%.

Valentina Badurina ZavrSni rad
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Mutagenezom proksimalnog histidina u glicin i zatim umetanjem imidazola na mjesto
imidazolnog bo¢nog ogranka proksimalnog His, postize se uklanjanje kovalentne veze s F
zavojnicom. Vezanje kisika je i dalje moguce, no glavnina kooperativnosti se gubi, kao i

sposobnost konformacijske promjene iz T stanja u R stanje.

2.2.4. H*, CO. i CI kao alostericki modulatori
Hemoglobin igra vazu ulogu u prijenosu ugljikova dioksida u krvi. Kad hemoglobin veze
kisik pri fizioloSkom pH, hemoglobin podlijeze ranije opisanoj konformacijskoj promjeni.

Vezanjem kisika otpuste se protoni s hemoglobina (ravnoteza 1):

HHb(O2)n + O2+= Hb(O2)n+1 + XH™,

gdje je x priblizno jednak 0,6, a n ima vrijednost 0, 1, 2 ili 3, ovisno Koliko je molekula kisika
vezano. U T stanju, proton se veze na bo¢ni ogranak His HC3 te takav protonirani His stvara
ionski most s Asp FGI stabiliziraju¢i T stanje. Povecanje pH, tj. uklanjanje protona iz
ravnoteze 1, pospjeSuje vezanje kisika za hemoglobin. Ugljikov dioksid nastao u procesu
stani¢nog disanja vec¢inom se preko krvi odvodi u pluéa u obliku hidrogenkarbonata

(ravnoteza 2):

CO. + H,O = H" + HCOs".

Enzim uglji¢na anhidraza koji katalizira gornju reakciju je jako zastupljen u crvenim krvnim
stanicama pa ondje dolazi do stvaranja viSe protona. U kapilarama, gdje je nizi p(Oz),
hemoglobin veZe protone nastale u ravnotezi 2. Time se potie otpuStanje kisika, ali 1
ravnoteza 2 pomice ka stvaranju hidrogenkarbonata 1 uklanjanju uglji¢nog dioksida nastalog u
tkivima. Obrnuto se dogada u plu¢ima, gdje je p(O2) visok. Kisik se veZze za hemoglobin pri
¢emu se otpustaju protoni koji utjeCu na prevodenje hidrogenkarbonata u ugljikov dioksid.
Navedene ravnoteZe su uskladene, tako da je promjena fizioloSkog pH nezamjetna. Prethodno
opisani proces koji obuhvaca obje ravnoteze nazvan je Bohrovim efektom.

Uglji¢ni dioksid se jednim dijelom veze za N-terminalne krajeve i prenosi hemoglobinom
I u obliku karbamata:

R-NH; + CO2+= R-NH-COO" + H".

Valentina Badurina ZavrSni rad
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Deoksihemoglobin veze za sebe vise ugljikovog dioksida kao karbamat nego oksihemoglobin.
Negativno nabijeni karbamat stabilizira ionskim interakcijama pozitivno nabijene terminalne
amino-skupine koje leze izmedu dvaju aff dimera. Time se stabilizira T stanje i nastali proton
potice otpustanje kisika prema ravnotezi 1.

Kloridni ioni su takoder modulatori afiniteta hemoglobina za vezanjem kisika tako $to
ionskim mostovima stabiliziraju T stanje. Nastali hidrogenkarbonatni ion (ravnoteza 2)
slobodno difundira iz eritrocita u krvnu plazmu. Kad hidrogenkarbonatni ion napusti eritrocit,
zamjenjuje ga kloridni ion koji difundira u eritrocit da bi se odrzala elektricka neutralnost na
obje strane membrane eritrocita. Kloridni ioni u ionskim mostovima povezuju pozitivho
nabijenu amino skupinu N-terminalnog kraja a2 podjedinice s pozitivno nabijenom bo¢nim
ogrankom arginina na C-terminalnom kraju a1 podjedinice. Oni utjecu na to da navedene
skupine a1 1 a2 podjedinica ¢vrsée vezu protone, ¢ime se pK, uobicajene vrijednosti za amino
skupine N-terminalnih krajeva 8,0, povecava. Time se Bohrov efekt smanjuje. Na njegovo
smanjenje takoder utjeCe porast pK vrijednosti imidazolne skupine (sa 7,1 na 8,0) bo¢nog
ogranka His 146f, koja stvara ionski most s karboksilnom skupinom bo¢nog ogranka Asp
94, kao 1 interakcije nekih bo¢nih ogranaka histidina kojima se mijenja okolina prijelazom R

stanjau T.

2.2.5. Utjecaj 2,3-bisfosfoglicerata (BPG) na vezanje kisika
BPG takoder smanjuje afinitet hemoglobina za kisikom tako da se veZze za T stanje 1
stabilizira ga ionskim mostovima i vodikovim vezama. Imidazol-heksafosfat (IHP) kod ptica

ima istu ulogu kao 1 BPG kod ostalih Zivotinja 1 ljudi.

\_o

/ o

o
0 CH,
/C—CH 0
S \O—P//

o

Slika 2.2.5.1. Struktura BPG
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BPG se smjesta u srediSnju Supljinu deoksihemoglobina te je njegov ukupni naboj 5-
stabiliziran s osam pozitivno nabijenih skupina: bo¢nim ograncima po dva Lys EF6, His H21,
His NA2 i amino skupinama N-terminalnih krajeva oba B lanca. Posto se B podjedinice
priblizavaju prijelazom u R stanje, BPG tada ima nedovoljno mjesta i ne moze se vezati.
Fetalni hemoglobinje za razliku od adultnog hemoglobina sastavljen od ay dimera. y lanac
dijeli 72% identi¢nih aminokiselina s B lancem, no bitna razlika je zamjena His 143f
nenabijenim serinom u y lancu. Time se smanjuje broj interakcija hemoglobina s BPG, §to
ima za posljedicu smanjen afinitet fetalnog hemoglobina za BPG u odnosu na adultni
hemoglobin. Fetalni hemoglobin ima veéi afinitet prema kisiku od adultnog, premda su
koncentracije BPG u krvi fetusa i majke jednake pa se pri istom p(O2) Kisik prenosi s

oksihemoglobina majke na deoksihemoglobin fetusa (Slika 2.2.5.2.).

1.0 — Deoksihemoglobin
¥ fetusa

0.8 —

Oksihemoglobin
0.6 majke
0.4 —

Prijenos kisika
0.2

| I
0 6666 13332

p(0.)/Pa

0.0

Slika 2.2.5.2. Krivulja frakcijskog zasi¢enja fetalnog hemoglobina je pomaknuta u lijevo od
one za adultni hemoglobin. llustracija je preuzeta i prilagodena prema:M. Berg, J. L.
Tymoczko, L. Stryer, Biochemistry, 6. izdanje, W. H Freeman and Company, New York,
2007.

BPG utjece 1 na visinsku prilagodbu. Visinska prilagodba ukljucuje povecanu koli¢inu
hemoglobina po eritrocitu i povecanje broja eritrocita boravkom na viSim nadmorskim
visinama. Uzrok tome je povecanje koncentracije BPG na visim nadmorskim visinama uz
povecanje tlaka krvi pri kojem je hemoglobin poluzasi¢en kisikom (pso) Krivulja zasi¢enja je
tada pomaknuta u desno. Povecanje pso odgovara smanjenju afiniteta za vezanjem Kkisika, tj.

povecava se kolicina kisika koju hemoglobin otpusta u kapilarama.

Valentina Badurina ZavrSni rad
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2.3. Aspartat-transkarbamoilaza

Aspartat-transkarbamoilaza (ATC-aza) je enzim koji katalizira pocetni korak biosinteze
pirimidina kod bakterije Escherichia coli, stvaranje N-karbamoilaspartata (CA) iz karbamoil-
fosfata (CP) i aspartata (Asp):

-00C
-00C
NH, Sen N
| .\ | ATC-aza NH THZ
— + H,PO,
C CH | 284
2N + C CH
o/ OPO5* H3N/ coor 2NN

ATC-aza pokazuje pozitivno kooperativno vezanje CA i Asp.

2.3.1. Regulacija kolicine pirimidina i purina u stanici

Konaéni produkt, nakon Sest reakcijskih koraka, je citidin-trifosfat (CTP), koji je inhibitor
ATC-aze, §to je primjer inhibicije povratnom spregom. Postoji li u stanici visSak CTP jer se ne
stigne upotrijebiti toliko brzo koliko se stvara, CTP ¢e se vezati na ATC-azu i inhibirati
daljnju proizvodnju CTP. Ako u stanici postoji potreba za CTP, CTP vezan na ACT-azu ¢e se
otpustiti da zadovolji potrebe stanice i neinhibirana ATC-aza ¢e nastaviti katalizirati reakciju
stvaranja N-karbamoil aspartata. Posto biosinteza purina i pirimidina treba biti uskladena,
koncentracije CTP 1 ATP u stanici trebaju odgovarati tome. Koncentracija ATP je veca od
koncentracije CTP jer ATP sudjeluje i u mnogim drugim metabolickim putevima. Ukoliko
ima puno vise ATP-a, on djeluje kao aktivator ATC-aze koja tada omoguéava vecu

proizvodnju CTP dok se ne koncentracije CTP i ATP ne usklade.

2.3.2. Grada ATC-aze
ATC-aza iz E. coli je dodekamer, sastavljena je od 6 katalitickih (c) i 6 regulatornih (r)
podjedinica. Kataliticke podjedinice su rasporedene u 2 seta trimera (c3), a regulatorne u 3
seta dimera (r2). Regulatorni dimer spaja po dvije kataliticke podjedinice razli¢itih trimera.
Simetrija enzima je pritom Ds.

Posto je CTP strukturno dosta razli€it i od supstrata i od produkata katalizirane reakcije,
veze se na zasebno mjesto na ATC-azi. Alostericka (regulatorna) mjesta 1 aktivna (kataliticka)
mjesta nalaze na zasebnim polipeptidnim lancima (podjedinicama). Regulatorna podjedinica

(jedan polipeptidni lanac) je sastavljena od dvije domene. Domena kojom je regulatorna
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podjedinica u kontaktu s ¢ podjedinicom sadrzi ion cinka vezan bo¢nim ograncima cisteina.
Druga domena, koja nije u kontaktu s katalitickom podjedinicom, sadrzi alostericko mjesto na
koje se vezu CTP i1 ATP. Kataliticka podjedinica se takoder sastoji od dvije domene: domene
koja veze karbamoil fosfat i one koja veze Asp. Ta vezna mjesta Cine aktivno mjesto. Svaki
kataliticki trimer ima dakle po 3 aktivna mjesta.

Kataliticka i1 regulatorna komponenta se mogu izdvojiti i promatrati zasebno. To su ucinili
J. Gerhart i H. Schachman. Dodatkom p-hidroksimerkuribenzoata (ili  p-
kloromerkuribenzoata)® dolazi do reakcije sa sulfhidrilnim skupinama boénih ogranaka
cisteina ATC-aze. Ta modifikacija dovodi do razdvajanja kataliti¢kih trimera od regulacijskih
dimera. Dimeri i trimeri se razlikuju nabojem i veli¢inom pa se mogu lako razdvojiti
kromatografijom na ionskom izmjenjivacu, odnosno ultracentrifugiranjem u gradijentu
saharoze. Da bi se dobile Ciste regulacijske podjedinice za daljnja istrazivanja, vezani p-
hidroksimerkuribenzoat se odstrani dodatkom merkaptoetanola u suvisku. PomjeSane
podjedinice brzo rekonstruiraju holoenzim. Izdvojeni kataliti¢ki trimer zadrzava enzimsku
aktivnost, ali gubi kooperativnost i na njega ne utjeCu alosteri¢ki regulatori ATP i CTP.
Zasebni regulatorni dimer je liSen enzimske aktivnosti, no veze ATP i CTP, stoga se moze

zakljuciti da su upravo regulatorne podjedinice zasluZne za alostericka svojstva ATC-aze.

2.3.3. Mehanizam konformacijske promjene pri katalizi

Interakcije koje stabiliziraju R i T konformaciju ATC-aze, a mijenjaju se se promjenom
konformacije su vodikove veze. Na slici 2.3.3.a je prikaz T stanja, u sredini ATC-aze vidljive
su dvije om¢e safinjane od slijeda aminokiselina od 230. do 250., od kojih svaka pripada
jednoj podjedinici razli¢itih kataliti¢kih trimera. Taj dio podlijeZe najve¢im promjenama pri
promjeni konformacije. U T konformaciji te su omce jedna do druge i svaka ¢ini po dvije
vodikove veze s nasuprotno postavljenom katalitickom podjedinicom (omca cl sa c4, c2 sa
c5, c3 sacb, cd sacl, ¢S5 sac2ico6 sac3)razlicitog trimera i po jednu vodikovu vezu unutar
same petlje. Vezanje najprije CP pa Asp na njihova vezna mjesta uzrokuje pucanje gore
navedenih vodikovih veza. Tada dolazi do odmicanja nasuprotno postavljenih podjedinica
(monomera) i njihove rotacije da bi doslo do prijelaza u R konformaciju (Slika 2.3.3.b) i
stvaraju se nove stabilizirajué¢e vodikove veze unutar pojedinih petlji. R stanje je kataliticki
aktivno. Domene s vezanima CP i Asp se priblize da bi omogucile njihovu reakciju i stvaranje

CA. Karbonilna skupina bo¢nog ogranka Glu 239 je akceptor prethodno navedenih vodikovih
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veza izmedu podjedinica T stanja i onih unutar podjedinica R stanja. Prevede li se Glu 239 u
Gln, te vodikove veze iS¢ezavaju kao i homotropni i heterotropni ucinci te je kvaterna

struktura izmedu T stanja i R stanja.?

Cs os rotacije | Cs os rotacije

Slika 2.3.3. (a) T stanje ATC-aze stabilizirano vezanim CTP i (b) R stanje u kompleksu s
PALA. Regulatorni dimeri (zuto) spajaju gornji kataliticki trimer (crveno) s donjim
katalitiCkim trimerom (plavo). Rotacija katalitickih dimera uzrokuje odmicanje kataliti¢kih
trimera duz Cs 0si. llustracija je preuzeta i prilagodena prema: D. Voet, J. G. Voet,

Biochemistry, 4.izdanje, John Wiley & Sons, Inc., 2011.

Kataliticko mjesto ATC-aze moze biti razli¢ite veli¢ine, ovisno o tome je li za njega vezan
ligand ili je prazno, te o vrsti vezanog liganda. U T stanju to je mjesto prazno, a dok je CP
vezan, Supljina aktivnhog mjesta se smanjuje. Ukoliko je za njega vezan N-(fosfonacetil)-L-
aspartat (PALA; poglavlje 2.3.4.) ili CP i sukcinat (zbog sli¢nosti s Asp), Supljina se jos vise
smanjuje. Kompleks ATC-aze i PALA je stabilan, jer je inace za oslobadanje nastalog CA
potrebna energija, koja se dobiva razlaganjem tetraedarskog meduprodukta reakcije CP i Asp
na CA i ortofosfat.

Vezanje modulatora ATP 1 CTP za regulatorno mjesto ukljucuje ionske 1 nepolarne
interakcije. Veéina bo¢nih ogranaka regulatornog mjesta je ukljué¢ena u vezanje i ATP i CTP.
Okosnice Ile 12, Tyr 89 1 bocni ogranci Asp 19, Lys 60 i Lys 94 tvore ionske interakcije s
nukleotidom, dok Ala 11, Val 17 i lle 86 tvore nepolarne interakcije. Vezanjem nukleotida,

regulatorno mjesto se prosiruje oko nukleozidnog, a suzuje oko fosfatnog dijela. Ta promjena
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se manifestira u promjeni na sucelju regulatornih podjedinica i Siri se na sucelje r i ¢

podjedinice da bi doslo do promjene u kvaternoj strukturi.

2.3.4. N-(fosfonacetil)-L-aspartat (PALA)

Pomijesa li se Asp s kompleksom ATC-aze i CP, promjena iz stanja T u R se dogada vrlo
brzo (50 ms pri 4 °C). Tada je cijeli kompleks u R stanju, gdje ostaje dok se ne formira
produkt. Otpustanjem produkta se konformacija mijenja u T, takoder brzo (oko 1,5 s).
Struktura ATC-aze je zato rijeSena rendgenskom strukturnom analizom u prisutnosti

inhibitora koji stabiliziraju pojedino stanje. PALA (Slika 2.3.4.) stabilizira R stanje.

Slika 2.3.4. Kompetitivni inhibitor ATC-aze, N-(fosfonacetil)-aspartat (PALA).

Vezanje PALA uzrokuje udaljavanje katalitickih trimera za 12A i njihovu rotaciju za oko 10°
oko osi Ca. Pritom se regulatorni dimeri zarotiraju za oko 15° oko osi Co.

Pri niskim koncentracijama Asp i kad je ATC-aza zasi¢ena karbamoil-fosfatom, mala
koncentracija PALA je aktivator ATC-aze, no pri povecanim koncentracijama Asp ili PALA,
PALA je inhibitor. To objasnjava MWC model. Mala koncentracija PALA stabilizira R stanje
vezanjem na manj broj katalitiCkih mjesta pa ne smeta vezanju Asp na ostala kataliticka
mjesta. Ukoliko je prisutno vise PALA, sva aktivna mjesta se popunjavaju i ATC-aza postaje

inaktivna.

2.3.5. Alostericki modulatori ATP, CTP i UTP

Inhibitor CTP i aktivator ATP veZu se na regulatorno mjesto. CTP stabilizira i veze se
preferirano na T stanje, a ATP stabilizira 1 veze se preferirano na R stanje. Vezanja CTP i
ATP na manje preferirano stanje ne mogu dovesti do potpune promjene konformacije u
preferirano stanje. Veze li se CTP na R stanje, reorijentiraju se bo¢ni ogranci u regulatornom

mjestu koji uzrokuju skracivanje regulatornog dimera. To dovodi do promjene interakcija

Valentina Badurina ZavrSni rad

19



8§ 2.Modeli alosterije i alosterija kod hemoglobina, aspartat-transkarbamoilaze i fosfofruktokinaze 1

bo¢nih ogranaka u suéelju r i ¢ podjedinica i priblizavanja Kataliti¢kih trimera za 0,5 A. Tada
se reorijentiraju i bo¢ni ogranci aktivhog mjesta Sto smanjuje katalitiCku aktivnost enzima.
ATP ima suprotan uc¢inak veze li se na T stanje i u konacnici uzrokuje udaljavanje katalitickih
trimera za 0,4 A i povecava kataliticku aktivnost ATC-aze. Doda li se ATP kompleksu ATC-
aze 1 CTP, ucinak inhibicije se gubi i vraca se aktivnost enzima.

Zamijeni li se Ala 241 obje kataliticke podjedinice (npr. cl i c4) cisteinom, moguce je
stvaranje disulfidnih mostova koji fiksiraju R konformaciju. Uklone li se katalitiCke
podjedinice p-hidroksimerkuribenzoatom, preostanu kovalentno vezani kataliticki trimeri.
Takav ce heksamer sadrzava homotropnu kooperativnost vezanja supstrata, no neosjetljiv je
na utjecaj CTP i ATP.®

Sam UTP je slab inhibitor ATC-aze, ali u kombinaciji s CTP inhibira ATC-azu jo$
ucinkovitije nego sam CTP. UTP se sintetizira u koraku koji prethodi sintezi CTP pa se
viSkom pirimidina i njegova sinteza zaustavlja. UTP zauzima tri regulatorna mjesta dok CTP
zauzima ostala tri regulatorna mjesta po principu induciranog pristajanja (KNF model). CTP
povecava afinitet ATC-aze za vezanjem UTP 1 obrnuto. PredloZeno je da svaki regulatorni
dimer ima po jedno mjesto s vecim afinitetom za CTP i drugo mjesto s ve¢im afinitetom za
UTP. U odsutnosti UTP, vezna mjesta s ve¢im afinitetom za UTP pokazuju mali afinitet za
CTP. Sam UTP vezan na vezna mjesta s ve¢im afinitetom za CTP nema utjecaj na aktivnost

ATC-aze.®

2.4. Fosfofruktokinaza 1
Fosfofruktokinaza 1 (PFK) sudjeluje u treCem koraku glikolize, gdje katalizira prijenos
fosforilne skupine na fruktozu-6-fosfat (F6P), ¢ime nastaje fruktoza-1,6-bisfosfat (F1,6BP).

2_03POH2C CH,OH 2_O3POH2C CH20P032'
o 0
H OH ATP ADP H OH
H OH PFK1 H OH
HO H HO H
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Za PFK se najprije veze F6P, zatim Mg-ATP. Dolazi do reakcije nakon ¢ega se otpuSta Mg-
ADP pa F1,6BP. U glikolizi su samo tri koraka izrazito ireverzibilna. Njih kataliziraju
heksokinaza (1. korak), PFK te piruvat-kinaza (10. korak), koji su vazni regulatorni enzimi.
Glukoza-6-fosfat (G6P) i fruktoza-6-fosfat se ne moraju nuzno razgraditi do piruvata, dok je
F1,6BP usmjerena iskljucivo u glikolizu. U miSi¢ima je Cesto izvor G6P glikogen i kontrola
heksokinaze nije potrebna pa je odlucujuci korak, tj. prva ireverzibilna reakcija za glikolizu
upravo ona koju katalizira PFK.

Reakciju obrnutu onoj koju katalizira PFK katalizira fruktoza-1,6-bisfosfataza (FBP-aza).
Odvijaju li se te dvije reakcije istovremeno, sumarna reakcija bila bi hidroliza ATP, stoga
SUPFK i FBP-aza recipro¢no regulirane. Aktivatori PFK su inhibitori FBP-aze.

U sluc¢aju PFK je zadovoljavaju¢ MWC model alosterije, no neki smatraju da je za potpun

opis potrebno uzeti u obzir vise od dvije konformacije®.

2.4.1. Raznolikost fosfofruktokinaza
Brojne razli¢ite oligomerne PFK koje postoje danas potekle su iz enzima koji je imao
podjedinicu veli¢ine svega oko 40 kDa.

Bakterijske PFK mogu koristiti ATP, ADP ili pirofosfat kao donor fosfata. PFK koje
koriste ATP su alosteri¢ki regulirane te im je aktivator AMP i inhibitor fosfoenolpiruvat
(PEP). One koje koriste ADP nemaju svojstva alostericke regulacije i pokazuju Michaelis-
Menteninu kinetiku, dok neke od PFK koje koriste pirofosfat jesu alosteric¢ki regulirane, neke
nisu. Eukariotske PFK koriste isklju¢ivo ATP te su im aktivatori F2,6BP, ADP i AMP, a
inhibitori ATP i citrat.

Zanimljivost
Gljivica Amycolatopsis methanolica uzgojena na glukozi
eksprimira samo PP;-PFK, no uzgoji li se na metanolu ili

formaldehidu kao izvoru ugljika, eksprimira ATP-PFK.

Ako je organizam orijentiran na $to manji utroSak energije, imat ¢e PFK koja koristi ADP ili
pirofosfat jer su njihove reakcije prijenosa fosfatne skupine reverzibilne ili gotovo

reverzibilne. Oni organizmi kojima je vaznija preciznija kontrola glikolitickog puta, koristit ¢e
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PFK koja koristi ATP zbog ireverzibilnosti prijenosa fosfata u stani¢nim uvjetima jer je veza
koja veze y-fosfat najbogatija energijom. Preciznija kontrola koSta energetski vise, $to, na
primjer, mogu priustiti organizmi koji vrse fotosintezu ili kraljeZnjaci.

Eukariotska PFK ima podjedinice koje su viSe nego dvostruko vec¢e od podjedinica
bakterijskih PFK. Do toga je doslo duplikacijom gena, ekspresijom oba gena u jednu mRNA i
translacije u jedan protein. N-terminalna polovica i C-terminalna polovica podjedinice
medusobno sli¢e, a ti segmenti sli¢e i cijeloj podjedinici bakterijske PFK.® N-terminalne
polovice sadrze kataliticko mjesto, dok je na C-terminalnim polovicama kataliticko mjesto
mutacijama dobilo regulatornu ulogu i na njega se veze aktivator fruktoza-2,6-bisfosfat.
Kakva je kvaterna struktura PFK, ovisi o organizmu. Postoji mnogo razli¢itih PFK od kojih su

neke navedene u tablici 2.4.1.

Tablica 2.4.1.Raznolikost kvaternih struktura PFK razli¢itih organizama. PFK mogu biti
homooligomeri ili heterooligomeri i razlikuju se po veli€ini i gradi ovisno o organizmu.
Ukoliko je rije¢ o heterooligomeru, a i  podjedinice su vrlo sli¢ne. Sve navedene vrste imaju

PFK koje koriste ATP kao izvor fosfata, osim krumpira, koji koristi pirofosfat.

vrsta PFK kvaterna struktura
iz E. coli 04

iz Saccharomyces cerevisiae

(pivski kvasac) P2

iz Pichia pastoris (kvasac) aPaya
rekombinantna procis¢ena PFK

trombocita Covjeka ou

misi¢na PFK zeca o

iz Solanum tuberosum (krumpir) | azBa

2.4.2. Bakterijska PFK: grada, promjene konformacije i modulatori

Najbolje proucene PFK su one iz Escherichia coli (Slika 2.4.2.1) i Bacillus
stearothermophilus, koje su vrlo sli¢cne. Svaka podjedinica ima dva vezna mjesta za ATP:
kataliticko, gdje se ATP veze kao supstrat 1 regulatorno, gdje se ATP veze kao inhibitor.

Popune li se sva katalitiCka mjesta, ako je koncentracija ATP velika, po¢nu se popunjavati i
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regulatorna mjesta i reakcija postaje inhibirana. Kataliticko mjesto jednako dobro veze ATP u

T i u R stanju dok regulatorno mjesto bolje veze ATP u T stanju.

Slika 2.4.2.1.Struktura T stanja E. coli. Podjedinice su razli¢ito obojene. U izradi slike
koriSten je PyMOL i pdb kod 6PFK.

Konformacija aktivnog mjesta za ATP se ne mijenja, mijenja se konformacija aktivnog
mjesta drugog supstrata, F6P. Dodatkom aktivatora ADP kooperativnost za vezanjem F6P
raste 1 snizava se Km. Aktivno mjesto za ATP je u potpunosti sadrZzano na svakoj od
podjedinica, dok se aktivno mjesto za F6P i regulatorno mjesto za koje se vezu ADP ili PEP
nalaze na suceljima podjedinica. Aktivno mjesto za FO6P se sastoji od dijela jedne podjedinice
1 petlje iz druge podjedinice. Promjena konformacije iz T u R zahtjeva preraspodjelu bo¢nih
ogranaka iz obje podjedinice, koji sacinjavaju njegovo aktivno mjesto. To §to je aktivno
mjesto za FO6P na sucCelju podjedinica objaSnjava kooperativnost vezanja tog supstrata za
razliku od ATP.

R stanje PFK B. stearothermophilus na koju je vezan F6P je stabilizirano ionskim mostom
izmedu negativno nabijene fosfatne skupine F6P i pozitivno nabijenog bo¢nog ogranka Arg
162. Prijelazom u T konformaciju, dio lanca za kojeg je vezan Arg 162 se okrece te u blizinu
fosfata F6P dolazi negativno nabijeni bo¢ni ogranak Glu 161 (Slika 2.4.2.2.). Zbog odbijanja
te dvije skupine, T konformacija ima znatno smanjen afinitet prema F6P. Uz inhibitor PEP T

stanje postaje stabilizirano i K se poveca. Vezanjem PEP (relativno male molekule uzevsi u
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obzir ostale modulatore) na regulatorno mjesto, domene tog mjesta koje su smjestene na
razli¢itim podjedinicama se priblizavaju i utjecu na pozicioniranje Glu 161 u blizinu fosfatne
skupine F6P. Naprotiv, veze li se ve¢a molekula ADP, domene regulatornog mjesta se odmicu

S$to za sobom nosi pozicioniranje Arg 162 blize fosfatu F6P i tako se stabilizira enzim u R

stanju.®
podjedinica 1 3\ 86 podjedinica
70,
- l' Adenozin
% SerlSQ / m‘ 155 .
rg7 7 ADP
“ . AlaIS 7N
. ,.“ o Thr158 L &
“=a x 0 Ny 0
f Mo\ His160 - )\\/—<;
° N, o
s 2 Quan 0 ¥ Glu241 | P
Af9252 /! '-\ . NNy H
qHy o4 " CM"" Arg162 . LNtz N
o/ Glu161} L0 R Argie2
N 163 : pee M 163
B
+m‘ Arg243 S .l Arg243
N~ podjedinica 2 \ L podjedinica 2

Slika 2.4.2.2. Kataliticko mjesto PFK B. stearothermophilus je na sucelju dvije podjedinice.
Lijevo je prikazan slobodni enzim u T konformaciji, a desno je prikazana PFK s vezanim
ADP i F6P. llustracija je preuzeta i prilagodena prema: T. Traut, Regulatory Allosteric
Enzymes, Springer Science+Business Media, LLC, New York, 2008, str. 147.

2.4.3. Eukariotska PFK: grada i promjene konformacije

PFK iz Pichia pastoris je dodekamer tri razli¢ite podjedinice, (04P4ys). a i B podjedinice su
dosta strukturno slicne (55%), dok se y razlikuje u vecoj mjeri od ostalith podjedinica. y
podjedinica nema kataliticku aktivnost ali premoS§cuje ostale podjedinice i vazna je u finom
podesavanju alostericke regulacije ATP, F2,6BP i AMP i prijelazu izmedu konformacija.

Kod sisavaca postoje tri izozima PFK: miSi¢ni (PFKM), jetreni (PFKL), te trombocitni 1
mozdani (PFKP). PFKM ima najvecéi afinitet za FO6P i najmanje je osjetljiv na inhibiciju ATP,
PFKL ima manji afinitet za F6P i osjetljiviji je na inhibiciju ATP, a PFKP ima najmanji
afinitetza F6P i najosjetljiviji je na inhibiciju ATP. 1zozim PFKL ima manji afinitet za F2,6BP
i veze ga pozitivno kooperativno , dok PFKM pokazuje manju kooperativnost i velik afinitet
za F2,6BP. Ta regulacija je vazna jer, ukoliko ima puno glukoze u krvi, iz F6P ¢e se

(katalizirano fosfofruktokinazom 2) stvarati F2,6BP i aktivirati PFK da se razgradnja glukoze
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ubrza. Inhibitorski utjecaj vecih koncentracija ATP dominira nad ostalim modulatorima. Bez
obzira koliko F2,6BP ima, pri velikoj koncentraciji ATP, enzim ¢e biti inhibiran.

Promjena pH takoder utjeCe na aktivnost PFK. Optimalan pH za aktivnost PFK je 8,0.
Spusti li se ispod 6,8, aktivnost opada za 90%, $to sprjecava daljnju proizvodnju mlijecne
kiseline u misi¢ima pri anaerobnom radu i spustanje pH na razine koje bi mogle biti Stetne za
okolno tkivo. U jetri se ne proizvodi laktat pa pH ne utjece na PFKL. PFKL je inhibirana
citratom. Citrat je vazan kao inhibitor PFK jer povezuje ciklus limunske kiseline s glikolizom.

Kod sisavaca vecina tkiva eksprimira sva tri izozima PFK. ProciS¢avanje nekog od ta tri
izozima u covjeka je problematicno, stoga je za proucavanje ljudske PFK stvorena
rekombinantna prociS¢éena PFK trombocita. Njena kristalna struktura je odredena u

kompleksu s ATP-Mg™ (Slika 2.4.3.1.)
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Slika 2.4.3.1. Struktura rekombinantne procis¢ene PFK ¢ovjeka u kataliticki aktivnoj
konformaciji (R). Prikazan je medusoban poloZaj podjedinica iz razlic¢itih kuteva gledanja. Za
alosteri¢ko mjesto je vezan ATP (crno) i Mg* (tamnozeleno). llustracija je preuzeta i
prilagodena prema: B. A. Webb, F. Forouhar, F. Szu, J. Sectharaman, L. Tong, D. L. Barber,
Nature 523 (2015) 111-114.

Asimetri¢na jedinica PFKP ¢ovjeka sadrzi dva tetramera. Cetiri podjedinice svakog tetramera
su slozene u po dva para dimera, a dimeri se medusobno razlikuju u polozajima dvije petlje.’
Podjedinice svakog dimera su orijentirane antiparalelno (C-terminalni kraj jedne je kraj N-
terminalnog kraja druge podjedinice). Aktivho mjesto je smjeSteno na sucelju dvije
podjedinice svakog dimera. Pri kataliziranoj reakciji, PFK podlijeZze velikim strukturnim

promjenama. U kompleksu s ADP, domene vezanja F6P i ATP katalitickog mjesta su
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razmaknutije za 8 A u odnosu na domene kompleksa s Mg-ATP (Slika 2.4.3.3). Time se
kataliticko mjesto otvara, Sto bi moglo igrati ulogu u oslobadanju produkata s enzima.
Hidrofobne reakcije (izmedu Tyr 65 1 Phe 649 u sucelju dvije podjedinice) su vazne za
formiranje i stabilnost tetramera, a teramerna struktura je neophodna za aktivnost PFK.
Optimalnoj aktivnosti pridonose jos i elektrostatske interakcije. Ionski most izmedu Arg 613
jedne i Glu 657 susjedne podjedinice se javlja samo kod strukture s Mg-ATP, no ne i one s
ADP.

(Slika 2.4.3.2. Preklopljene strukture rekombinantne, pro¢is¢ene PFK covjekau R 1T
konformaciji. R konformacija (u kompleksu s ATP-Mg") je raznoliko obojena, a T
konformacija (u kompleksu s ADP) je siva.llustracija je preuzeta i prilagodena prema: B. A.
Webb, F. Forouhar, F. Szu, J. Sectharaman, L. Tong, D. L. Barber, Nature 523 (2015) 111-
114.
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2.5. Zakljucak
Alostericka kontrola je vrlo vazan nacin regulacije aktivnosti proteina. Gotovo trenutni
odgovor stanice na koncentraciju metabolita vazan je u kontroli mnogih metabolic¢kih puteva.
Na primjer, vrlo precizna regulacija supstratnog ciklusa koji obuhvaca djelovanja PFKI1 i
FBP-aze omogucava organizmu da prema trenutacnim potrebama ,,odluci* ho¢e li metabolite
glukoneogenezom usmyjeriti u skladistenje ili glikolizom posredno u proizvodnju energetske
valute ATP potrebne za rad.

Regulatorna mjesta mogu biti razli¢ito smjeStena kod razli¢itih proteina. Kod hemoglobina
su neka od tih mjesta ujedno i aktivna mjesta. Kod PFK su aktivno i regulatorno mjesto u
zasebnim domenama pojedine podjedinice, dok kod ATC-aze aktivno i regulatorno mjesto
nisu Cak ni na istim podjedinicama, a niti domene koje ih sadrze medusobno granice.
Zanimljivo je takoder da kad dode do zasi¢enja aktivnih mjesta, ista molekula koja ima ulogu
supstrata tada dobiva ulogu inhibitora te se veZe na alostericka mjesta 1 utiSava aktivnost
enzima, kao sto je sluc¢aj ATP kod PFK.

Medusobno relativne koncentracije ATP, ADP i AMP predstavljaju energetski status
stanice pa su upravo oni Cesti alostericki modulatori aktivnosti raznih enzima.

Alosterija je prisutna u temeljnim to€kama regulacije vaznih metabolickih puteva upravo
zbog toga S§to pocetna mala strukturna promjena uzrokovana vezanjem modulatora uzrokuje

vrlo brz i precizan odgovor aktivnosti alosterickih proteina.
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