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Et allosterisk CO-sensorprotein:
Kommunikation mellem to polypeptidkaeder

Mange proteiner er opbygget af mere end en polypeptidkaede - et eksempel er CO-
sensorproteinet CooA. Dette dimerprotein findes i bakterien R. Rubrum og pabegynder ved
hojt CO-niveau aflesningen af coo-genet, som koder for proteiner, der forbrander CO. Her
beskrives proteinets kooperativitet og dynamik ved binding af CO til dets to heemgrupper

Af Steen Brondsted Nielsen, Institut for Fysik og Astronomi, Aarhus Universitet

Et proteins konformation er altafggrende for dets funktion og rette konformation og tidsskalaen herfor, kan »kunstige« pro-
aktivitet. Fejlfoldning kan fgre til inaktivitet eller verre: skade-  teiner, nanomotorer, designes til at udfgre specielle opgaver.

lige processer; et eksempel er prionproteiner, der i en bestemt Men hvordan kan et fuldsteendig udfoldet protein opna den
konformation fgrer til Creutzfeldt-Jacob sygdom. Det er derfor ~ rette konformation i et tidsrum fra millisekunder til omkring et
ikke overraskende, at proteinfoldning og proteindynamik er et minut (Levinthals paradox)? Det er en gade, der stadig mangler
forskningsfelt, der har tiltrukket meget stor opmearksomhed at blive Igst. Proteiners konformationsandringer er desvearre
gennem arene med det sigte at belyse det fundamentale i sveere at studere direkte, om end en del fotofysiske metoder gi-
foldningsprocessen og at karakterisere de forskellige mellem- ver megen information.

trin. Ydermere, hvis man forstér, hvordan et protein finder dets Mange proteiner er sammensat af mere end en polypeptidka-
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de. Hvordan og hvor hurtigt et sddant protein @ndrer sin kvar-
ternzere struktur, nar en af peptidkeederne @ndres, er et andet
interessant spgrgsmal. Hvordan opnas den komplekse omorga-
nisering? Hvis der er diskrete mellemprodukter, hvordan opfg-
rer protein-substrukturerne sig sd i de mellemliggende trin? Er
der generelle principper i proteindynamik, eller er hvert protein
en unik »maskine«?

Det nok mest kendte eksempel er he#moglobin (Hb), det iltbin-
dende transportprotein, der er skyld i blods rgde farve. Max Perutz
bestemmelse af dette proteins tredimensionelle struktur vha. rgnt-
genkrystallografi var en milepal i molekylerbiologi. Hb bestar af
fire polypeptidkader, to o-keeder og to B-keder, der er holdt sam-
men af ikke-kovalente bindinger [1]. Hver kade (subunit) indehol-
der en jernholdig h®@mgruppe, hvortil ilt bindes. Begge o-kaeder er
i kontakt med begge B-kader, hvorimod der er fa vekselvirkninger
mellem to kaeder af samme type. Vekselvirkninger imellem for-
skellige sifes kaldes allosteriske vekselvirkninger.

At Hb er et allosterisk protein kommer til udtryk ved, at ilt-
binding til en hemgruppe favoriserer successiv iltbinding til en
anden he@mgruppe i det samme Hb - og det selvom de fire
hamgrupper er for langt fra hinanden til en direkte vekselvirk-

Figur 1. Strukturen af CooA.
Der er en heemgruppe (rgd) i
hver monomer.
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ning. Dvs. h@mgrupperne »kommunikerer« med hinanden via
vekselvirkningerne mellem de fire kader.

Denne kooperative iltbinding resulterer i en S-formet iltbin-
dingskurve (matningsgrad som funktion af iltpartialtryk). Iltop-
tagelsen er effektiv i lungerne, hvor iltpartialtrykket er hgjt, og
modsat er iltafgivelsen effektiv i musklerne, hvor trykket er lavt.

CooA-proteinet: en dimer der binder CO

CooA er en CO-sensor i bakterien Rhodospirillum Rubrum, der
gror anaerobt under tilstedevarelsen af CO. Proteinet er en
homodimer af to ens peptidkader, der hver bestar af 222 ami-
nosyrer og en h@mgruppe, og ligesom Hb har det en kvarter-
nar struktur. CO bindes reversibelt til hem. Proteinets struktur
er afdekket vha. rgntgenkrystallografi (figur 1) [2], og man
ved, at den terminale prolin (Pro2) fra en monomer binder til
ham i den anden monomer. Hemgruppens jern i Fe(Il)-tilstan-
den koordinerer desuden histidin (His77).

Den ngjagtige struktur af det CO-bundne protein kendes
ikke, da proteinet endnu ikke er krystalliseret pa denne form.
NMR har dog vist, at det er prolin-aminosyren, der udveksles
med CO [3], hvorved en konformations@ndring initieres. Den
CO-bundne form kan binde sig til DNA og pabegynde aflzas-
ningen af coo-genet, der koder for proteiner, der er forbundet
med oxidation af CO (CO-forbrending).

Nar CO binder sig til et heem, hvordan pavirkes CO-affinite-
ten sa af det andet heem? Hvad er tidskonstanten for CO-bin-
ding og CO-fraspaltning? Disse spgrgsmal er for nylig besvaret
vha. spektroskopiteknikker.

CooA er et positivt kooperativt protein
Om CooA-dimeren udviser kooperativitet i sin binding af CO kan
bl.a. afggres ved at male Hill-koefficienten n, der er defineret ved,

CooA + 2 CO = CooA(CO), (D)

o= _feor (2)
K, +[CO]"
hvor o er ma@tningsgraden, dvs. brgkdelen af hemgrupper med
bundet CO, og K er Hill-ligevegtskonstanten.

Hvis n er mindre end 1, er proteinet negativt kooperativt;
hvis n er lig med 1, er proteinet ikke-kooperativt; og hvis n er
stgrre end 1, er proteinet positivt kooperativt (figur 2).

n er i princippet en ufysisk stgrrelse. Dens afvigelse fra et
heltal skyldes, at ligning (2) kun gaelder, nar de to polypeptid-
kaeder er fuldstendig uathengige af hinanden (n = 1), nar bin-

Positiv kooperativitet

Ingen kooperativitet

Negativ kooperativitet

Figur 2. Illustration af kooperativitet.

ding til en peptidkaede gjeblikkeligt fgrer til ligandbinding til
den anden (n = 2) eller umuligggr binding til den anden (n = 0).

En mere tilfredsstillende analyse er at male ligevagtskon-
stanterne for hvert bindingstrin (Adair-analyse):

CooA + CO = CooA(CO) A3)

CooA(CO) + CO = CooA(CO), 4

O
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Figur 3. CO-titrering af CooA.
A. Absorptionsspektre af CooA tilsat forskellig meengde CO. I hjgrnet ses
differensspektre.
B. Brgkdelen af hceemgrupper der har bundet CO som funktion af CO-koncentrati-
onen. Kurven med n=1 svarer til tilfeeldet, hvor der ikke er kooperativitet, og
kurven med n=2 svarer til maksimal kooperativitet. Det bedste fit giver n = 1.4.
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For at kunne méle o benyttes der absorptionsspektroskopi, idet
absorptionen er markant anderledes for CooA og CooA(CO)
(figur 3). Bl.a. ligger abs. maks. for Soretbandet ved hhv. 424
nm og 420 nm. De to spektre benavnes basisspektre.

For at finde a blev der optaget spektre for forskellige CO-
koncentrationer, og hvert sumspektrum blev oplgst i basisspek-
tre. Resultatet ses pa figur 3. En tilpasning til Hill-modellen gi-
ver n = 1.4, dvs. proteinet er positivt kooperativt i dets CO-bin-
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Figur 4. Absorptionen ved 560 nm som funktion af tiden efter blanding af WT-
CooA (wild type) og CO og AP3R4-CooA og CO.

ding. Adair-modellen giver de to CO-bindingskonstanter: 0.17
uM' og 1.25 uM™.

Dynamikken for CO-binding:
prolinfraspaltning fra haem er hastighedshestemmende
Hastighedskonstanter for CO-binding til CooA blev malt vha.
stopped-flow-eksperimenter: en proteinoplgsning blandedes
med en oplgsning af CO, og der blev optaget absorptions-
spektre som funktion af tiden. Figur 4 viser den tidsmassige
athangighed af absorptionen ved 560 nm (Q-band). Dataene
kan beskrives med summen af to eksponentialfunktioner, der
giver to observerede hastighedskonstanter, k..
Hastighedskonstanternes afth@ngighed af CO-koncentratio-
nen er vist i figur 5, side 46. Afh@ngigheden er ikke lineer,
men hyperbolsk. En simpel forklaring er, at det hastighedsbe-
stemmende trin ikke er selve CO-bindingen, men prolinfra-
spaltning fra ham-gruppen. Ifglge denne model ath®nger &,
saledes af CO-koncentrationen:

kobs = (kp kco [COI + kp k.co + kp k.co)/
(kp + kp + kco [CO]) )

hvor k., kp, kco 0g k.co er defineret ifglge figur 6. Et kurvefit,
der beskriver dataene tilfredsstillende, er indlagt i figur 5.
Som en test af denne model lavede vi et CO-bindingseksperi-
ment for CooA-varianten AP3R4. I denne er to aminosyrer,
Pro3 og Arg4, fjernet fra N-terminal-enden, sa kaden, der bin-_~

O
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Figur 5. De to observerede hastighedskonstanters afheengighed af CO-
koncentrationen.

der til h@mgruppen, er mere strakt (figur 7). Det forventes at
give en mindre barriere for prolinfraspaltning (sml. med en
kort, udspendt elastik) og dermed en stgrre k. Dette eksperi-
ment stgtter modellen, da k., vokser ca. en faktor tusind for
proteinvarianten (figur 4).

Dynamikken for CO-fraspaltning: »indfangning« af produkter
Ved at »fange« CO hver gang det fraspalter CooA(CO), kan
k.co bestemmes. Myoglobinmutanten H64L deoxyMb har en
meget stor CO-affinitet og er effektiv til at fjerne CO fra en op-
lgsning. I et stopped-flow-eksperiment blandede vi derfor
Co0A(CO), med denne mutant og malte igen @ndringen i ab-
sorption som funktion af tiden. To hastighedskonstanter blev
malt for k.co: 0.02 s 0g 0.002 s

I et andet eksperiment blev hemgruppen »fanget« efter CO-
fraspaltning ved hurtig binding af NO. Hastighedskonstanter
blev bestemt som i det fgrste eksperiment. En tolkning af disse
to hastighedskonstanter foreslas i modellen senere beskrevet
baseret pa to forskellige former af det CO-bundne protein, en
aben og en lukket form.

Dynamikken for CO-binding til femkoordineret jern:
fotolyseeksperimenter

Tilbage er at bestemme, hvor hurtigt CO binder sig til fem-
koordineret jern. Det blev gjort vha. flash-fotolyse-eksperimen-
ter. Efter fotolyse af bindingen mellem CooA og CO maltes
e@ndringen i Soretbandets absorption som funktion af tiden, néar
CO genbindes. Eksperimentet muligggres af, at et fem-
koordineret h&emkompleks har absorptionsmaksimum ved 435
nm (420 nm for CooA(CO)).

0
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Figur 6. Model for binding af CO til hem (vandret rgd streg) i CooA.

I et andet eksperiment optog vi tidsoplgste resonans
Ramanspektre (RR) efter fotolyse. RR-effekten forsterker en
chromofor-enheds vibrationsband ved at stille laseren ind pa
bglgelengden af en elektronisk overgang, i dette tilfeelde 420
nm. Herved monitoreres bestemte strukturelle enheder i protei-
ner med stor fglsomhed og selektivitet. Rgd- og blaskift siger
noget om, hvordan det kemiske miljg i nrheden af
chromoforen @ndrer sig og om styrken af de kemiske veksel-
virkninger. Forudsatningen for eksperimentet er, at det karak-
teristiske n,-heembénd afhanger af, hvilke ligander der er bun-
det til jern. Nar prolin er bundet, ligger bandet ved 1360 cm™,
nar CO er bundet ved 1370 cm™ og ved 1355 cm! for fem-
koordineret jern (figur 8). Ud fra toppenes tidsudvikling udle-
des der to hastighedskonstanter for CO-binding, og de passede
med flash-fotolyse-transient-absorptionseksperimentet.
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Figur 7. I AP3R4-varianten er de to aminosyrer, prolin og arginin, efter den
terminale Pro2 skdret af.

Afsluttende bemarkninger: en mulig model
Det store arbejde var nu at fa alle data til at indga i en samlet
model, der redeggr for positiv kooperativitet og den fundne dy-
namik. Det vil gé for vidt at give alle detaljerne, og i stedet
skitseres kort den foresldede model. Interesserede lesere henvi-
ses til reference 4.

I modellen (figur 9) indgar to forskellige former af proteinet i
dets CO-bundne form, en aben og en lukket form. Den lukkede
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Figur 8. Resonans Ramanspektre optaget pa forskellige tider efter fotolyse af
CooA-CO. Eksperimentet blev lavet ved to forskellige PH-veerdier (A) pH 7
og (B) pH 11. CO-bundet heem har et n,-bdnd ved 1370 cn', mens bandet
ligger ved 1355 cm™ for femkoordineret heem. Graden af fotolyse vokser med
pH.
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X 7= ks == lindissoc'ia'tion fra en anden haem ifglge den malte positive
Step | I U P | kooperativitet. ’
Fe fe | +—— I y Et overraskende resultat er, at prolin fraspaltes langsomme-
4x10%' K re efter binding af det fgrste CO: kp mindskes efter binding af
Cook(PP) ki Cook(5P) ‘Nf” WM's' €O fra 0.42 57 il 0.06 s (en faktor 7). Da CO-binding er ko-
o @ operativ, betyder det, at hastighedskonstanten for prolingen-
0,025 binding, kp, mindskes endnu mere, fra 2.3 x 10° s til 74 s™!
Vi p7< P (en faktor 31). Dvs. proteinets kooperativitet er et resultat af,
(IO at styrken af prolins binding til jern falder, ndr CO bindes -
ikke at hastigheden for prolinfraspaltming stiger.
k CooA(CO,P)
(ooh{(0,C0) 0,002s' l;;‘; : Taksigelser
Cosed ‘%\ ks o : ' ke | En stor tak rettes til mine tidligere kollegaer pd Princeton:
Olhhaezds,l == 0,025' 007 Prof. Thomas G. Spiro, Dr. Mrinalini Puranik, Dr. James L.
(% EO =00 PP Bourassa, Dr. Martin A. Case og vores samarbejdspartnere
I I - (0 Step 2 pa University of Wisconsin at Madison: Prof. Gary P. Roberts
fe Fe k(O IFe Fe og Dr. Hwan Youn og pd Rice University: Prof. John S. Olson
(00A(C0,C0) 39 S&u § Cooh(C0,50) og Angela N. Hvitved.

Open
Figur 9. Model for kooperativ CO-binding til CooA. En firkant representerer
en dben polypeptidkede, der enten kan binde eller fraspalte CO, mens en oval
figur indikerer, at enheden er i en lukket form (CO-binding eller -fraspaltning
ikke mulig). CO-binding sker til femkoordineret jern, hvilket betinger
prolinfraspaltning som forste trin (hastighedsbestemmende). Hastighedskon-
stanter for hvert enkelt trin er anfgrt.

form antages at skulle omdannes til den abne form, fgr CO kan
frigives. En sadan antagelse er ngdvendig for at forklare dyna-
mikken for CO-fraspaltning.

De andre proteinformer involverer prolinbundet h&m, fem-
koordineret hem eller CO-bunden h&m. Kun til femkoordine-
ret heem kan CO bindes. CO-binding til én heem pavirker pro-

E-mail adresse
Steen Brgndsted Nielsen: sbn@phys.au.dk
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