B BIOTEKNOLOGI

Elekfrostatiske vekselvirkninger

| proteliner

Her gives en kort opsummering af vores viden om protein
elektrostatik og om eksperimenter som for nylig direkte har malt
styrken af elekiriske felter | proteiner og har bekroeftet, at den
dielektriske konstant af proteiner er lav.

Af Jens Erik Nielsen, Protein Design, Novozymes A/S

Elektrostatiske vekselvirkninger i proteiner og enzymer har
vaeret studeret 1 over hundrede ar pa grund af deres store ind-
virkning pa stabiliteten og funktionen af disse biomolekyler.
[ de sidste 10-20 ar har vi faet meget stgrre viden om styrken
af elektrostatiske krafter 1 proteiner, og hvordan de pavirker
industrielt vigtige enzymparametre som pH-aktivitets- og
pH-stabilitetsprofiler.

Beregning af elekirostatiske vekselvirkninger
Grundlaggende set er styrken af elektrostatiske vekselvirknin-
ger givet ved Coulombs lov:
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hvor ¢, er permitiviteten af vakuum, ¢ er den dielektriske
konstant af mediet, q, og q, beskriver stgrrelsen af de elektriske
ladninger, og r er afstanden mellem ladningerne.

Den dielektriske konstant beskriver, hvordan mediet pavir-
ker styrken af den elektrostatiske vekselvirkning. Et meget
polariserbart solvent som vand har en hgj dielektrisk konstant
(ca. 80 ved 25°C) og leder 1ikke det elektriske felt godt, 1det
vandmolekylerne orienterer sig 1 forhold til det elektrostatiske
felt. Et apolart solvent som f.eks. octanol har en lav dielektisk
konstant, hvilket giver staerkere interaktioner end de tilsvarende
1 vand.

En vandig proteinoplgsning kan ikke beskrives tilstrekkelig
ngjagtigt som €n fase med en uniform dielektrisk konstant,
eftersom proteiner er mere apol@re end vand, og Coulomb’s lov
derfor giver ungjagtige beregninger for elektriske krafter med
statiske proteinstrukturer. Der er udviklet flere beregningsme-
toder til at lgse dette problem. De mest popul@re er Poisson-

Boltzmann-baserede algoritmer, der typisk modellerer protein-
vand systemet som et 2-fasesystem med en protein dielektrisk
konstant pa ca. 2-4, og en dielektrisk konstant for vandet pa 80.
Der har i mange ar varet stor uenighed om stgrrelsen pa den
dielektriske konstant for proteiner 1 disse modeller. Forskel-
lige forskningsgrupper har brugt verdier fra 2-20 i et forsgg pa
at reproducere eksperimentelt biofysiske karakteristika, som
primart bestemmes af elektrostatiske kraefter. Disse har typisk

veret pK -vardier af titrerbare aminosyregrupper i grupper
malt vha. NMR pH-titreringseksperimenter, og de har vist sig
at vere svere at beregne ngjagtigt.
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Det elektrostatiske felt og pK_-vcerdier
Fer vi diskuterer, hvorfor pK -verdier er svare at beregne og
hvad dette fortaller os om det elektriske felt, er det vigtigt
at forstd, hvad der producerer det elektriske felt, hvordan det
pavirker pK -verdierne i proteiner, og hvorfor pK -verdier er
vigtige for applikationen af enzymer.

Det elektriske felt 1 proteiner bestemmes af ladningsfordelingen
1 proteinet. I klassisk fysisk forstand kan ladningsfordelingen ap-
proksimeres ved at tildele hvert eneste atom i et protein en partiel
ladning. Sadanne ladningsfordelinger modellerer dipoler og for-
melle ladninger med god ngjagtighed, men forholder sig ikke til
inducerede dipoler og hgjere-ordens inducerede ladningseffekter.

Figur 1. Det elekirostatiske potentiale omkring proteasen Savinase
illustreret med konturer, hvor den potentielle energi af en ele-
mentarladning er hhv. -0.5 (rgd) og +0.5 (bld) kdJ/mol. Atomerne
| proteinet kan skimtes som grd kugler gennem de elektrostatiske
isopotentiale overflader.

[ praksis vil man sdledes tildele hvert atom en ladning pa
grundlag af et opslag 1 et "kraftfelt”, som er udviklet til at
reproducere egenskaber af aminosyrer, f.eks. disses partitione-
ringskoefficient i et octanol-vand-system. En backbone C=0-
gruppe vil typisk have partielle ladninger af stgrrelsen +0.8 og
-0.8, hvorimod den mindre sterke dipol 1 H-N-bindingen mo-
delleres med partielle ladninger af stgrrelsen +0.3 og -0.3. Ved
et sadant tabelopslag, ladningstildeling eller “"charge assign-
ment”, kan man approksimere ladningsfordelingen af et givent
protein, hvis man har en hgj-oplgsnings 3D-struktur af protei-
ner, hvori positionerne af hydrogenatomer ogsa er bestemt.
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Figur 2.

Oftest er hydrogenatomer ikke synlige 1 protein 3D-strukturer
bestemt ved réntgenkrystallografi, og positionerne skal derfor
beregnes. Ydermere er ladningsfordelingen 1 et protein staerkt
pH-athangig.
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Disse to fakta komplicerer ladningstilordnin-
gen betydeligt, 1idet 1oniseringskonstanterne

(pK -veaerdierne) af de titrerbare aminosyrer
(Glutaminsyre—Glu, Asparaginsyre—Asp,
Histidin—His, Arginin—Arg, Lysin—Lys) til dels
bestemmes af det elektriske felt 1 proteinet.
F.eks. vil en Asp 1 et sterkt negativt ladet miljg
have en hgjere pK -verdi, hvorimod en Asp 1 et
positivt ladet miljg vil have en lavere pK -vaerdi.

Dvs. for at kunne bestemme det elektriske felt
| et givent protein, sa skal man kende pK -veer-
dierne for alle de titrerbare aminosyrer i deres
specifikke miljg 1 proteinet, samt pH-vardien
der er relevant for ladningstildelingen.

Det lyder umiddelbart som et hgnen-eller-
zgget problem, men det kan lgses elegant ved
at dekomponere bidragene til det elektrostati-
ske felt 1 en pH-afhangig og en pH-uafhangig
komponent. Den pH-uathangige komponent be-
regnes f@rst, hvorimod den pH-afh@ngige typisk
bestemmes ved evalueringen af en Boltzmann-
sum, som summerer over alle tilgengelige
protoneringstilstande i proteiner. Selv for sma
proteiner (100 aminosyrer) er antallet af mulige
protoneringstilstande meget hgjt, eftersom

dette afhanger af antallet af protonerbare grupper (N) som 2%,
Eksempelvis bestar et middelstort enzym som en a-amylase af
ca. 500 aminosyrer og ca. 130 titrerbare grupper, hvilket giver
[.4x10°” mulige protoneringstilstande. Direkte evaluering af
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Boltzmann-summen er selvsagt ikke mulig, men med sampling-
teknikker saisom Monte Carlo eller andre approksimationer kan
man finde gode lgsninger pa fa sekunder.

PK -vcerdier og faktorer, der bestemmer disse

Af de 20 naturligt forekommende aminosyrer titrerer Arg, Asp,
Cys, Glu, His, Tyr og Lys ved pH-verdier mellem 2 og 12.
Ydermere vil hhv. N- og C-terminalen af proteinet titrere, og
standard pK -verdierne er kendt for alle disse titrerbare grup-
per. En pKH—:sraardi er et mal for energiforskellen mellem den
protonerede og den uprotonerede form af en titrerbar gruppe,
og denne energi bestemmes tildels af identiteten af den givne
aminosyre og tildels af miljget omkring den titrerbare gruppe
som n&vnt ovenfor.

En Asp har eksempelvis en pK -verdi pa ca. 4.0 1 vandig
oplgsning, men fikseres denne nar en negativ ion sasom en
klorid-ion, vil den ufavorable elektrostatiske vekselvirkning
mellem den negative 1on og den

det vigtigt at forsta disse, hvis man vil optimere/engineere et
enzym, sa det virker under specifikke industrielle betingelser.

Hvorfor er pK -vcerdier svcere at beregne
ngjagtigt?

Vi er nu naet tilbage til vores udgangspunkt og forklaringen pa,
hvorfor undertegnede og forskningsgrupper, der arbejder med
proteinelektrostatik, ikke har gjort nevnevardige fremskridt
de sidste 10-15 ar mht. udvikling af modeller, der kan beregne
protein pK -vardier mere ngjagtigt.

I Igbet af de sidste 10 ar er to nye eksperimentelle teknikker
blevet udviklet til at male det elektrostatiske felt mere direkte
end det har vaeret muligt med pK -vardier. Malinger baseret
pa pH- og ladnings-inducerede @ndringer i det NMR kemi-
ske skift og pa vibrational Stark spectroskopi har vist, at det
elektriske felt 1 proteiner modelleres bedst med en lav protein
dielektrisk konstant 1 Poisson-Boltzmann ligningen. Dvs., at det
elektrostatiske felt er sterkt, og at pK -

negative ladning pa Asp bevirke, at

pK -vaerdien af Asp’en bliver for- Rest Standard

hgjet. Dette ggr sig ogsa geldende pK -verdi

for interaktioner mellem titrerbare Glu 7 a4

aminosyrer, og mellem disse og His 15 6.5

partielle ladninger og udvirker, at Asp 18 4.0

der er stor forskel pa pK -vardierne Glu 35 4.4

pa f.eks. aspartater i proteiner. Asp 48 4.0
Tabel 1 viser pK -vardierne af Asp 52 4.0

de fgrste syv titrerbare aminosyrer Asp 66 | 40

beregningsalgoritmer — hvis de model-
pK -veerdi lerer proteiner realistisk — bgr bruge en
i HEWL dielektrisk konstant pa 2-4.

76 Desvarre sa overestimerer pK -bereg-

55 ningalgoritmer de protein-inducerede

78 endringer 1 pK -vardier, hvis de bruger

61 sa lave dielektrisk konstanter, og vi er

1 4 derfor 1 den situation, at korrekt model-

36 lering af det elektriske felt bevirker, at

12 de beregnede pK -vaerdier bliver endnu

1 Hen Egg White Lysozyme og
demonstrerer, at der kan vere stor
forskel pa standard pK -vardien og
den faktisk malte pK -veerdi i proteinets foldede tilstand.

Tabel 1.

Effekt af pK -vcerdier

Denne spredning 1 et proteins pK -vardier er andet end et
kuriosum, og har en stor funktionsmassig betydning. Der
observeres bl.a. en effekt pa proteinstabilitet og enzymatiske
pH-aktivitetsprofiler.

Et enzym katalyserer kemiske reaktioner ved at tilvejebringe
et miljgp omkring det bundne substrat, saledes at energien af
overgangstilstanden (transition state) for den kemiske reaktion
nedbringes. Typisk er det en eller to specifikke protonerings-
tilstande, som er katalytisk aktive, og derfor er aminosyrernes
pK -vaerdier 1 det aktive site af stor betydning for enzymets
pH-aktivitetsprofil.

I Hen Egg White Lysozyme (HEWL) er to syregrupper (Glu
35 og Asp 52) involveret 1 katalysen. Glu 35 skal vare proto-
neret og Asp 52 skal vere negativt ladet for, at den katalytiske
reaktion kan forega. Den katalytisk kompetente protonerings-
tilstand (KKP) kan saledes beskrives som Glu35H, Asp52-.
pK -verdierne for isolerede Asp og Glu sidekader 1 vandig
oplgsning er hhv. 4.0 og 4.4, hvilket giver en meget smal pH-
aktivitetsprofil for enzymet (figur 2a). I virkeligheden er pK -
verdierne 1 HEWL perturberet, sa enzymet er katalytisk aktivt
fra pH 3-7 jf. pK -vardierne i tabel 1 (figur 2b).

Andrede pK -vardier har ogsa stor betydning for pH-stabi-
litetsprofilen af proteiner. I de fleste tilfelde er der forskel pa
pK -verdierne mellem den foldede og udfoldede tilstand at pro-
teinet, og her observerer man typisk en sterk pH-ath@ngighed
af proteinets stabilitet, hvor pK -vaerdierne spiller den primere
rolle.

pK -vardier er saledes vigtige for et enzyms pH-stabilitets-
og pH-aktivitetsprofil. De er indirekte bestemmende for, hvilke
betingelser enzymet kan bruges under. Da elektrostatiske kraf-
ter spiller en stor rolle 1 at bestemme et enzyms pK -verdier, er
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V&ITe.

En forklaring pa den observation er, at
andre effekter end det protein-inducere-
de elektriske felt har stor betydning for et proteins pK -verdier.
En mulig effekt, som kan vere skyld 1 diskrepansen, og som
sjeldent modelleres pga. af dens kompleksitet, er @ndringerne
1 vandstrukturen omkring proteinet, der sker, nar en aminosyre
titrerer. Det har altid varet velkendt, at 1onisering afstedkom-
mer @&ndringer 1 den umiddelbare vandstruktur, men man har 1
mange ar ignoreret dette 1 habet om, at en detaljeret beskrivelse
af proteinstrukturen og Poisson-Boltzmann-ligningen kunne
give en tilstrekkelig ngjagtig beskrivelse af de faktorer, der er
vigtige for pK -veerdier.

Med de nye data for det elektrostatiske felts styrke er det
klart, at detaljeret modellering ioniserings-inducerede @ndrin-
ger 1 vandstrukturen bgr vare et fokusomrade for fremtidig
udvikling af algoritmer til beregning af elektrostatiske effekter
1 proteiner.

Selv efter ca. 100 ars studie er det svert at forsta selv simple
effekter som elektrostatik 1 proteiner, og for elektrostatik-ngrder
er det gode nyheder!
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