שיעור 22.12.98

חלבונים ממברנלים

כאשר נשבור תא באחת השיטות ונעשה צנטרפוגציה , במשקע נקבל את הממברנות. הממברנות מכילות ליפידים וחלבונים. יש חלבונים שהם מסיסים בציטפלסמה וחלבונים שמקומם בממברנה של הגרעין יש חלבונים בתוך הגרעין. 

49% אחוז מהמשקל היבש של פלסמת הממברנה הוא של חלבונים. השאר ליפידים וקצת סוכרים.

%76 אחוז מהממברנה הפנימית של המיטוכונדריה הם חלבונים, ן % 24 אחוז הם ליפידים.

מדוע חלבונים מחוברים לממברנה וכיצד?

הממברנה מורכבת מפוספוליפידים עם ראש פולרי, מרכז הממברנה הידרופובי.

מחוץ לממבנרה יש הדבקה של סוכרים. הסוכרם מגינים על החלבונים מפני אנזימים פרוטאוליטים רבים שמאיימים על החלבונים מבחוץ. 

חלבונים בממברנה יכולים להמצא במספר אורינטציות:

חלבון יכול להיות חלבון אינטגרלי בממברנה, והוא יחצה את הממברנה מצדה האחד לשני לפחות פעם אחת. לכן הגיוני שקטע החלבון החוצה את הממברנה יהיה מאוד הידרופובי.

חלבון ממברנלי יכול להיות פריפריאלי –קשור לחלבון אחר שחוצה את הממברנה.

בהרבה ממברנות הצד החיצוני יש הדבקה של סוכרים או ליפידים או חלבון אחר שדבוק מבחוץ. 

איך ניתן לדעת האם חלבון קשור לממברנה או קשור דרך חלבון אחר?

אם נשים מלח גבוה תוך כדי הסוניקציה, בגלל שברוב המקרים האינטראקציה היא אלקטרוסטטית או הידרופובית, חלבון פריפריאלי (הקשור דרך חלבון אחר) יתנתק.

חלבון שקשור לממברנה דרך הממברנה לא ירד גם בריכוז גבוה של מלח. הוא יישאר קשור לממבנרה כל הזמן. 

יש רק דרך אחת להוצאת חלבון ממברנלי אינטגרלי מהממברנה והיא שמוש בדטרגנטים לא טעונים. לדטרגנט כזה יש צד מאוד הידרופובי וצד קצת פולרי אבל הוא לא טעון.

פעולת הדטרגנט:

דוגמה לדטרגנט כזה -   triton (עשינו בו שימוש במעבדה של הנוגדנים בביולוגיה מולקולרית). לדטרגנטים אלה היכולת לנתק את החלבונים האינטגרלים מהממברנה.

כאשר שמים דטרגנט כזה במים הוא יוצר מיצלה כאשר כל הראשים הפולרים שלו פונים כלפי חוץ ובפנים קצה ארוך הידרופובי . דטרגנט כזה בסביבה של תא יתקיף את הליפידים, יפריד אותם זה מזה ויפרק את הממברה. חלבון ממברנלי יישאר קשור לדטרגנט הלא יוני מכיוון שהוא בעל תכונות של ממברנה. כלומר השארנו את החלבון מסיס – כיוון שהוא קשור לדטרגנט. 

דטרגנטים לא יונים, כמו ה triton , לא הורסים את החלבון (הדטרגנים האיונים = בעלי מטען, כמו SDS  עושים דנטורציה מלאה לחלבון).

מספר החלבונים …המבנה המלא של חלבונים ממברנלים ידוע – מספרם 8 בלבד, משום שקשה לבודד אותם מהממברנה. המבנה של מאות חלבונים לא ממברנלים ידוע. ?

דוגמאות לחלבונים טרנס ממברנלים:

גליקופורין – חלבון טרנס ממברנלי, החלבון חוצה את הממברנה פעם אחת. הוא נמצא בתאי דם אדומים. 

לממברנה עובי של 3 ננומטר. רוב החלבונים הידועים כחוצי ממברנה ב 99 אחוז מהם הקונפורמציה שחוצה את הממברנה היא אלפא הליקס.

אם לממברנה יש עובי 3 ננומטר וכל ח.א. בהליקס  תורמת 0.15 ננומטר, כל חלבון חוצה ממברנה צריך בסביבות 20 ח.א. ולפחות 50 אחוז מהן חייבות להיות הידרפיביות.

במקרה של חלבון הגליקופורין, בחלבון זה יש Glu   שנמצא בקשר אלקטרוסטטי עם His סמוך ולכן אין מטען על החלבון – זה מאפשר את יצירת האלפא הליקס. 

במקום בו יוצא החלבון מהממברנה יש לו Arg טעונה חיובית. ח.א. זו נקשרת לקצה הפוספוליפיד השלילי (הפוספט בו טעון שלילית) – זהו מקרה פרטי בחלבון זה, זה לא תמיד כך בשאר החלבונים.

בקטריורודופסין – זהו חלבון שנמצא בממברנות של חיידקים שיכולים לקלוט אנרגיית אור ולהפוך אותה ל ATP (פוטוסינטטים).

חלבון זה חוצה את הממברנה 7 פעמים. יש לו קבוצה פרוסטטית (קבוצה מתכתית שנקשרת לחלבון?) שנקראת רטינל. קבוצה זו קולטת את אנרגיית האור, אנרגיית האור משמשת ליצירת גרדינט פרוטונים לצורך :

ATP ( ADP

קביעת המשקל המולקולרי של חלבונים (תתי יח' של חלבון)

SDS  אלקטרופורזה

SDS אלקטרופורזה משמשת לקביעת המשקל המולקולרי של חלבון/תתי יחידה של חלבון נקי. 

אם נריץ בשיטה זו חלבון שמשקלו Da 240,000 , שמורכב מ 4 תת יחידות ( של 60,000 Da ) , נקבל על הג'ל  band אחד ליד המרקר של ה 60,000 .

אם נריץ חלבון המורכב משתי תת יחידות: 20,000 ו 60,000 נקבל על הג'ל שני bands בהתאמה. 

אם לאחר הרצת חלבון לא ידוע על ג'ל מקבלים יותר ב band אחד זה סימן ש:

1. החלבון נקי ומורכב מכמה תתי יחידות במשקלים שונים

2. החלבון לא נקי, ולמעשה קיבלנו ייצוג על הג'ל לכמה חלבונים.

איך יודעים מתי להפסיק את ההרצה על הג'ל?

עם הנחת החלבונים על הג'ל שמים גם בברומו פנול בלו. מולקולה זו היא בעלת צבע כחול והיא גם כן טעונה שלילית. המשקל המולקולרי שלה הוא 600 Da – מולקולה קטנה מאוד. מולקולה צבועה זו, עקב משקלה, תמיד תגיע לקצה הג'ל לפני החלבונים הנבדקים. המולקולה לא צובעת את החלבון – היא רצה עצמאית!

את המשקל המולקולרי ב SDS אלקטרופורזה קובעים על פי markers שהם חלבונים ידועים וצבועים שמורצים יחד עם החלבון הנבדק על הג'ל. הם משמשים כעקומת כיול.

מודדים בכמה ס"מ נדד כל חלבון.

מודדים בכמה ס"מ נדד הברומו פנול בלו. 

מחלקים את הערך הראשון בשני.

התוצאה שמתקבלת נקראת: נדידה יחסית.

מציירים גוף של  (המשקל המולקולרי של חלבונים ידועים)log כנגד הנדידה היחסית.

אחר כך מחפשים על הגרף את הערך המתאים עובר החלבון הלא ידוע. 

החסרונות בשיטה זו:

- אם לחלבון הנעלם תכונות שונות מחלבוני הסטנדרט המדידה לא נכונה. ההנחה הבסיסית שיש לעשות בשיטה זו היא שלחלבון הלא ידוע יש תכונות דומות לחלבוני הסטנדרט.  

- המדידה איננה ישירה.

- במידה ולחלבון יש מספר תת יחידות ניתן לדעת את משקלן וכמה סוגים (משקלים) יש, אך לא נוכל לדעת את מספרן ללא נתונים נוספים על החלבון.

קולונה של Gel Filtration

נפח אילוציה ilussion volume – הנפח שיוצא מהקולונה עד שיוצא חלבון מסויים ידוע.

מציירים עקומה של log (Mw) כנגד נפח האילוציה של מספר חלבונים ידועים. בעקומה זו שוב יתקבל קו ישר. מעקומה זו נוכל להוציא את המסה של החלבון הלא ידוע. 

עבור כל החלבונים התנאים חייבים להיות אחידים – אותו פולימר, אותו pH וכו'

החיסרון בשיטה זו:

מהירות הנדידה של החלבון דרך הקולונה תלויה לא רק במ"מ אלא גם בצורת החלבון.

חלבון מעוגל ינדוד אחרת מאשר חלבון מאורך גם אם יש להם אותה מ"מ.

בדרך כלל כל חלבוני הסטנדרד הם בעלי מבנה גלובולרי=כדורי. אם החלבון הנעלם הוא גלובולרי – המדידה תהיה מדויקת. אם הוא לא גלובולרי המדידה לא תהיה מדויקת. 
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Analitical Ultracentrifuge
זו השיטה המדויקת ביותר לקביעת מ"מ של חלבון. שיטה זו פותחה על ידי סוודברג.

המבחנה עם דוגמת החלבון מוכנסת לצנטריפוגה. בצנטרפוגה יש גם מכשיר אופטי – ספקטרופוטומטר, שמודד תוך כדי סיבוב את הבליעה ב u.v.  מתחתית המבחנה ועד למעלה. המכשיר מסתובב 50,000 סיבובים לדקה ויש יכולת עקיבה אחרי החלבון בזמנים שונים בסיבוב. 

S –  מהירות שקיעת החלבון בתמיסה מסויימת. ככל ש S יותר גדול – החלבון יותר גדול. 

את S מודדים בשיטת ה sedmentation velocity . 

בזמן 0 ריכוז החלבון שווה בכל התא. כאשר מתחילים לסובב את המבחנה החלבון מתחיל לשקוע. עוקבים אחרי מהירות השקעת החלבון. על פי הערך של S (שהוא מדד לגודל החלבון) ניתן לחלץ את המ"מ.

גרף:

?????

מיקרוסקופיה אלקטרונית

קרן אור או קרן אלקטרונים מוזרמת דרך דוגמא. הקרן מועברת דרך מערך של עדשות שמרכזות את האור וכך ניתן להסתכל בעין בדוגמא. ריכוז האור בדוגמא וריכוזו בעדשות אחר כך גורם לראות את הדוגמא מוגדלת.

במיקרוסקופ אור לא נוכל להפריד דוגמא שקטנה יותר מחצי אורך הגל. לכן במיקרוסקופ אור נוכל לראות תא או כמה אורגנלות אך לא דברים קנטים מזה. 

במיקרוסקופיה אלקטרונית ניתן לראות הפרדה של 20A . ניתן לראות בעזרת מיקרוסקופ אלקטרונים חלבונים על ידי צביעתם במתכת כבדה שתידבק אליהם ולא לסביבה. מה שרואים הוא פיזור האור מהמתכת. 

כששמים חלבון גלוטמין במיקרוסקופ אלק' רואים 3 סוגים של גופים. 

גוף אחד בעל 6 פינות סימטריות – כל עיגול הוא תת יחידה של החלבון.

גוף שני:

גוף שלישי:

שני הקווים הם מראה מהצד של החלבון – 6 תת יחידות מול 6 תת יחידות. במיקרוסקופ האלק' רואים תמונה דו מימדית! בעזרת התמונות שמתקבלות ניתן להסיק את מבנה החלבון.

קריסטלוגרפיה

כדי לקבוע מבנה של אלפא הליקס שהוא קטן מ 20A  צריך לקבוע מבנה שלם של חלבון = קריסטלוגרפיה. 

אם שמים מלח בריכוז גבוה מאוד ומתחילים לקרר, נוצרים גבישים. בגבישים אלה ניתן להשתמש כדי לפתור את מבנה החלבון.

שיטה זו קרויה דיפרקצית קרני X . בשיטה זו צריך לקבל גביש של החלבון = מצב מוצק של החלבון עם מינימום מולקולות מים סביבו. קשה מאוד ליצור גבישים של חלבון. לשם כך דרוש חלבון בריכוז גבוה. כמוכן לא ידוע מהם התנאים הדרושים ליצירת גביש בכל חלבון וחלבון. מכל החלבונים הממברנלים הידועים גובשו ונפתרו רק 8!!

לאחר יצירת הגבישים מקרינים את החלבון בקרני X . יש לדרוש שהחלבון יפזר את הקרניים בצורה טובה! מאורי הגביש שמים סרט צילום וכך מתקבל על גבי סרט הצילום הפיזור של קרני X מהמולקולה. תוכנית מחשב פותרת את המבנה – ממקמת כל ח.א. במרחב.  ניתן גם לראות איזה ח.א. קשורות לנוקלאוטידים, איזה ח.א. יוצרות אתר פעיל וכו'.

בשיטה זו ניתן לראות הפרדה של 1A . 

אנזימטיקה

אנזים –   חלבון שתפקידו לקטלז ראיקציה כימית. אנזים יכול לבצע: חימצון, חיזור, איזומרציה של קשר, קשירה/שבירה של קשרים. 

האנזים יכול להיות מורכב מחלבון בודד או יכולה להיות קשורה אליו תרכובת אחרת כדי להפוך אותו לפעיל. יש אנזימים שדורשים מתכות לפעולתם כמו: מגנזיום, אבץ, ברזל וכו'.

אנזים לא ישנה את ה ^G של הריאקציה!

אנזים יוריד את האנרגיה של מצב המעבר בריאקציה. 

יש ריאקציות שללא נוכחות של אנזים לא יצאו לפועל אלא רק לאחר שנים בגלל שהן "צריכות" להתגבר על מחסום אנרגטי גבוה. 

דוגמה: כימוטריפסין

כימוטריפסין הוא אנזים שמפרק קשר פפטידי אחרי ח.א. ארומטיות. ריאקציה של שבירת קשר פפטידי קורית גם ללא אנזים. אך כימוטריפסין מזרז את הריאקציה וגם מבצע חיתוך קשר פפטידי ספציפי.

מבנה הכימוטריפסין:

הכימוטריפסין מורכב מכמה שרשראות פוליפפטידיות. יש בו "כיס" חבוי שבנוי מ 3 ח.א.:

Asp  (מספר 102 בחלבון)

His

Ser (מספר 195 בחלבון)

כיס זה הוא האתר הפעיל של האנזים. מלבד 3 ח.א. אלו שחשובות לפעילות, בכיס יש גם ח.א. הידרופוביות. חלק זה יתקשר לחלקים הידרופובים אחרים. 

בתחילת הקשירה של הסובסטרט לכימוטריפסין, ה Asp וה His נמצאים בקשר מימן. בצד השני ה Ser   מתחבר בקשר מימני עם החנקן השני של ה His . 

במצב המעבר החמצן של הסרין מתקיף את הפחמן של הקשר הפפטידי של הסובסטרט, ופותח את הקשר הכפול. המימן יוצר קשר מימני עם החנקן. 

שיטות לניתוח מנגנון של פעולת אניזם – ע"מ 43
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כאשר שמים סובסטרט ואנזים יחד, הם מגיעים למצב שבו קצב יצירת ופרוק הקומפלקס ES שווה.

Vmax – מהירות מקסימלית שאליה מגיעה הריאקציה כאשר הסובסטרט נמצא בכמות גדולה. 

עמוד 45 – מצב עמיד steady state – הסובסטרט מתחיל בתחילת הריאקציה בריכוז מסויים. כאשר מערבבים את האנזים סובסטרט ואז E+S  מתחברים יחד בריכוז קבוע. קומפלקס ES מתחיל להגיע לשיווי משקל. כאשר נבדוק ריאקציה אנזימתית בזמנים שונים ונעשה גרף של תוצר כפונקציה של הזמן, מניחים שהתוצר הוא ליניארי – אם התוצר לא היה ליניארי לא היינו יכולים להניח שזו ראיקציה אנזימטית. 

עמוד 46 – כאשר מציירים את V0 כנגד הסובסטרט, בריכוז סובסטרט גבוה V0 יעלה. ככל שנגדיל את ריכוז הסובסטרט V0 יעלה. 

נוסחה:

ב 1/2Vmax ריכוז הסובסטרט שווה ל Km
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עיכוב אנזימים

1. עיכוב תחרותי competitive inhibition

שמים תרכובת שדומה בצורתה לסובסטרט של האנזים. היא יכולה להקשר לאתר הפעיל של E וכך היא מונעת מהסובסטרט להקשר לאנזים. 

אין שינוי של Vmax ! בריכוז סובסטרט גבוה נגיע לאותה מהירות. 

כלומר, כדי להתגבר על העיכוב יש להוסיף סובסטרט ברכוזים גבוהים.

Km  גדל –  האפיניות של האנזים לסובסטרט קטנה. 

ככל שריכוז המעכב עולה, Km גדל = האפיניות של האנזים לסובסטרט קטנה!!

2. non copetitive inhibition mixed/
מעכב זה יכול להקשר גם לאנזים וגם לקומפלקס אנזים סובסטרט ES
ה Km  לא משתנה! (מקרה פרטי )

ה Vmax משתנה – יורד!

3. uncompetitive inhibition 

המעכב נקשר לאתר הפעיל או לאתר רגולטורי – הוא גורם לעיוות של האתר הפעיל ולא מאפשר את הפעילות שלו. הוא לא חייב להיות דומה לסובסטרט. 

קוים מקבילים!
Vmax  קטן

Km גם קטן = האפיניות של האנזים לסובסטרט עולה!!!  מדוע? ES נעלם (משום שנוצר קומפלקס ESI ) לכן השיווי משקל ימשוך את התגובה ליצירת ES (לא ניתן לחזור חזרה מתוצר ל ES ) כלומר ימינה – לכוון יצירת קומפלקס אנזים סובסטרט.
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איך אנזים מגביר את הריאקציה האנזימטית?

- מודל המפתח והמנעול – עצם הקישור של הS לE מקטין את אנרגיית האקטיבציה של הריאקציה האנזימטית.

- קו אנזימים – קבוצה שיושבת באתר קרוב או רחוק לאתר הפעיל באנזים, ותורמת פרוטונים – על ידי כך מורידה אנרגיית האקטיבציה. הריאקציה יוצאת לפועל טוב יותר כשיש כניסה ויציאה של פרוטונים.

- קשר קוולנטי בין אנזים לסובסטרט מאפשר לראיקציה לצאת לפועל. 

הגורמים המאפשרים לאנזים לבצע את תפקידו:

1. אנרגיית קישור

2. קו אנזימים

3. מתכות

4. האפשרות הלעביר חומצה בסיס

5. האפשרות ליצור קשרים קוולנטים

6. האפשרות שיש לאנזים לעבור שינוי קונפורמטיבי על מנת להתאים את עצמו לסובסטרט (המצב בו קשור האנזים לסובסטרט הוא מצב בעל אנרגיה מינימלית = יציב).

רגולציה של אנזימים

האנזימים במציאות לא מתנהגים על פי ההנחות של מכאליס מנטן. הם מורכבים בדרך כלל יותר מתת יחידה אחת. עקומת הפעילות שלהם (הקינטיקה) היא סיגמואידית (ולא ליניארית).

במקום Km מדברים על  K ½ :

ריכוז הסובסטרט שבו המהירות של הריאקציה היא ½ Vmax .
כל תת יחידה באנזים קושרת סובסטרט, לכל אחת אתר פעיל שמבצע קטליזה. קישור של תת יחידה אחת (ראשונה) לסובסטרט תעלה את האפיניות ותזרז את הקישור של תת היחידה השנייה לסובסטרט.  תהליך קואופרטיבי!

אפקטור או מודולטור של אנזים רגולטורי יכול :

1. לשנות את K ½  ולשמור Vmax  קבועה.

2. לשנות את Vmax ולשמור על K ½  קבוע.

דוגמא לרגולציה של אנזימים:

מיוגלובין

מרוכב מתת יחידה אחת (בעל עקומה היפר פולית) של 17KD . נמצא בשרירים קושר חמצן ומעביר לתאים (מיטוכונדריה).

המוגלובין 

מורכב מ 4 תת יחידות (בעל עקומה סיגמואידית- מעיד על קואופרטיביות בין תת היחידות) . הוא קושר חמצן בריאות ומעביר אותו לרקמות. 

יש צורך ברגולציה על אנזימים אלה שתלויה בלחצי החמצן בגוף. 

להמוגלובין אפיניות גבוהה לחמצן בלחצים גבוהים = בריאות. לכן כאשר מגיע לרקמות שם לחץ החמצן יורד, האפיניות שלו לחמצן יורדת והוא משחרר שם את החמצן. 

שתת יחידה אחת של המוגלובין תקשור חמצן, האחרות ייקשרו אותו במהירות אחריה = קואופרטיביות.

למיוגלובין זיקה גבוהה לחמצן גם בלחצי חמצן נמוכים לכן ייקשור חמצן ברקמות!
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