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I t h a s b e e n a e e e p t e d t h a t a m i n o a e i d s e q u e n e e o f

a p ro t e in e o n t a in s t h e i n f o r m a t i o n n e e e s s a r y t o d e f i n e

it s f o l d a n d t h a t a g l o b u l a r p r o t e i n i n i t s n a t iv e s t a t e

a d o p t s a s i n g l e ,

w e l l
一

d e f in e d e o n f o r m a t i o n [ 1〕
.

H o w
-

e v e r ,
t h e p o ly P e P t id e e h a i n m a y f l u e t u a t e b e t w e e n

p r e f e r r e d e o n f o r m a t io n s w i t h a m P l it u d e s a n d a n g l e s

u p t o 5 0 人 a n d 2 0
’ , r e s p e e t i v e l y

.

T h i s o b s e r v a t i o n

s u g g e s t s t h a t t h e a d a g e “ o n e s e q u e n e e , o n e e o n fo r m a -

t i o n , ’

15 n o t s t r i e t l y t r u e
.

R e e e n t ly
, e x a m p l e s o f s e -

q u e n e e s t h a t e a n a d o p t m u l t i p l e n a t iv e s t a t e s a r e e -

m e r g i n g [2 一 10 〕
.

e h a r a e t e r i z a t io n o f t h e m u l t i p l e e o n -

f o r m a t io n s w i ll h a v e i m P o r t a n t i m P li e a t io n s f o r o u r

u n d e r s t a n d i n g o f t h e r e l a t io n s h i P b e t w e e n s t r u e t u r e

a n d f u n e t i o n a n d f o l d i n g k i n e t i e s o f P or t e i n s
.

t h e u n fo ld e d s t a t e
.

A l t h o u g h t h e s P e e t r a o f t h e d i f f e r -

e n t f o r m s s u g g e s t e d t h a t t h e y w e r e s t r u e t u r a l ly s i m i
-

la r ,
t h e M T e x P e r i m e n t s s h o w e d t h a t t h e k i n e t i e s o f

f o l d i n g a n d u n fo l d i n g w e r e q u i t e d if f e r e n t
.
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1 E v i d e n e e fo r t h e e x i s t e n e e

fo r m a t i o n s i n t h e n a t i v e s t a t e

o f m u l t i P l e c o n
·

o f P r o t e i n s

T h e m u l t i p l e fo ld e d e o n fo r m a t io n s o f e a lb i n d i n

D g k w e r e c h a r a e t e r iz e d b y t w o 一

d im e n s i o n a l ( Z D ) I H

N M R s p e e t or s e o p y [ 5 ]
.

T h e Z D I H N M R a p p r o a e h 15

a u n i q u e m e t h o d f o r s t u d y i n g m u lt ip le f o r m s o f p or
-

t e i n s i n s o l u t io n b e e a u s e i t p r o v i d e s t h e i d e n t i t y o f t h e

s p e e if i e r e s i d u e ( s ) in e h e m i e a l e q u i l ib r i u m
, a s w e l l a s

t h e in f o r m a t io n o n t h e r e l a t i v e e o n e e n t r a t io n ,
t h e r a t e

o f in t e r e o n v e r s io n , a n d t h e e x t e n t o f d i f f e r e n e e s i n

t h e l o e a l a n d g l o b a l e o n f o r m a t io n s
.

T h e N M R s p e e t r a

r e s o l v e d m aj o r a n d m i n o r r e s o n a n e e i n a r a t io o f 3 : 1
,

a n d t h e e x e h a n g e d p r o e e s s w a s s l o w o n t h e N M R

t im e s e a l e w it h a v a l u e in t h e r a n g e o f 10 一 1 5 一 1 一

1 0
一 2 5 一 1

.

T h e d ir e e t e v id e n e e f o r m u l t i p l e e o n f o r m a t io n s o f

p r o t e i n s h a s e o m e f r o m n u e le a r m a g n e t ie r e s o n a n e e

( N M R ) S t u d i e S i n t h e c a s e o f s t a p h y l o e o e e a l n u e l e -

a se
.

D o b s o n e t a l
.

u s e d m a g n e t i z a t io n t r a n s f e r

( M T )
一

N M R t o d e m o n s t r a t e t h e p r e s e n e e o f a t l e a s t

t w o n a t iv e f o r m s o f n u e le a s e i n e q u il ib r i u m a n d t o

s t u d y t h e i r in t e r e o n v e r s io n w i t h t h e u n f o l d e d s t a t e

u n d e r t h e e o n d i t i o n s o f t h e t h e r m a l u n f o ld i n g t r a n s i
-

t i o n [2 ]
.

T h e e x p e r i m e n t s r e v e a l e d t h a t t w o d i s t i n e t

n a t iv e f o r m s o f t h e p r o t e i n f o l d a n d u n f o l d in d e Pe n -

d e n t l y a n d t h a t t h e y e o u l d i n t e r e o n v e r t d i r e e t l y o r v i a

F u r t h e r m o r e ,
t h e e o n f o r m a t i o n a l h e t e r o g e n e i t y

in t h e n a t i v e s t a t e o f g l o b u l a r p r o t e i n s h a s a l so b e e n

fo u n d i n e r y s t a l l i n e s t a t e
.

T w o e r y s t a l li n e f o r m s o f

a d e n y l a t e k i n a s e f or m p ig m u s e le h a v e b e e n r e p o r t e d
,

w h i e h e a n b e i n t e r e o n v e r t e d d e P e n d in g o n t h e p H o f

t h e m e d i u m [ 1 1
,

1 2 ]
.
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gD
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,

t h e t e m p e r a t u r e f a e t o r s o f t h e s e e o n d e a l e i u m
一

b i n d i n g

d o m a in w e r e h i g h e r t h a n t h a t o f t h e f i r s t o n e , a n d

v e r y h i g h v a lu e s w e r e o b s e r v e d in t h e lo o P t h a t

b r i d g e s t h e t w o d o m a i n s ( e o n t a i n i n g P r o 一

4 3 )
.
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-
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t e i n s a m p le s a n d t h e a v a il a b i l i t y o f h i g h q u a li t y e r y s -

t a ls
.

T h e r e 15 li t e r a t u r e r e p o r t in g t h a t t h e e v i d e n e e

fo r m u l t i p l e f o ld e d f o r m s o f p r o t e in e o u l d b e o b t a i n e d

for m e l e e t r o p h o r e s i s , e h r o m a t o g r a p h y a n d s p e e t r o m e -

t r y
.

R u s s e一1 e t a l
.
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M

r

v a l u e s o f r a b b i t m u s e l e a d e n y la t e k i n a s e d e t e r m i n e d

for nr g e l f i l t r a t io n w e r e o b t a i n e d i n t h e p r e s e n e e o f

d i t h io t h r e i t o l ( D T T )
, a n d a t h ig h e r p H a n d h i g h e r

s u b s t r a t e e o n e e n t r a t io n s
.

F u r t h e r m o r e ,

Z h a n g e t

a l
.

〔1 4一 16 〕 r e p o r t e d t h a t t h e t im e e o u r s e o f s
一 a n i l ino

一

1
-

n a p h t h a le n e s u l f o n i C a e i d ( A N S ) b i n d i n g t o a d e n y la t e

k i n a s e w a s a b ip h a s i e p r o e e s s
.

T h e b u r s t p h a s e e n d e d

i n t h e d e a d t i m e o f t h e s t o p p e d
一

f l o w a p p a r a t u s ( a b o u t

1 5 m s )
,

w h e r e a s t h e s lo w p h a s e e

onr
p l e t e d i n a b o u t

10 m i n
.

A k i n e t i e a p p r o a e h w a s u s e d t o e x p lo r e t h e

m e e h a n i s m s o f t h e f l u o r e s e e n e e b u i ldi n g
.

T h e r e s u l t s

e le a r ly r e v e a l e d t h e e x i s t e n e e o f a t l e a s t t w o n a t iv e

f o r m s o f a d e n y l a t e k in a s e i n e q u i l ib r i u m in s o lu t io n
.

O n e fo r m ( d e n o t e d b y N l ) r a p id ly b o u n d t o A N S
,

w h e r e a s t h e o t h e r ( d e n o t e d b y N Z ) d id n o t
.

N l b in d
-

i n g w i t h A N S e a u s e d t h e b u r s t p h a s e o f f l u o r e s e e n e e
.

N Z w a s s l o w l y e o n v e r t e d t o N 一 a n d t h e n b o u n d t o

A N S
, r e s u l t i n g i n t h e s l o w P h a s e o f f l u o r e s e e n e e

.

T h e r e s u l t t h a t t h e f r a e t i o n o f t h e b u r s t p h a s e d e -

e r e a s e d a n d t h a t o f t h e s lo w p h a s e i n e r e a s e d w i t h i n -

e r e a s i n g A N S e o n e e n t r a t io n e x e lu d e d t h e P o s s i b i l i t y o f

t h e e o n f o r m a t io n a l e h a n g e s d u r i n g a d e n y l a t e k i n a s e

b i n d in g w i t h A N S
.

T h e u n f o ld i n g p r o e e s s e s o f t h e

t e r t ia r y a n d s e e o n d a r y s t r u e t u r e s o f a d e n y l a t e k i n a s e

w e r e b o t h b i p h a s ie
.

M e a n w h i l e ,
t h e p or t e i n 一

A N S

e o m p le x s h o w e d a m o n o p h a s i e u n fo ld i n g p or e e s s
.

T h e

r e s u lt s e o u l d n o t b e i n t e r p r e t e d a s t h e fo r m a t i o n o f a n

u n f o ld i n g i n t e r m e d ia t e b e e a u s e t h e a m p li t u d e o f t h e

b u r s t p h a s e r e m a i n e d e o n s t a n t d u r in g t h e a d e n y l a t e

k i n a s e u n f o l d in g p r o e e s s
.

T h e d a t a d e m o n s t r a t e d t h a t

t h e r a t io o f t w o f o r m s o f a d e n y la t e k i n a s e w a s 0
.
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3 a n d t h e e h a n g e s o f t h e P H i n t h e s o lu t i o n o r t h e

p r e s e n e e o f s u b s t r a t e s w o u l d s h if t t h e e q u i li b r i u m t o

f i t t h e n e w e o n d it io n s
.

r e s id u e s in 俘
一

t u r n s e q u e n e e s
.

M o r e o v e r , e i s a n d

t ar n s e o n f o r m a t io n s o f X a a 一

P or b o n d s h a v e e o m p a r a -

b le e n e r g i e s ,

l e a d i n g t o a 1 0 % 一 3 0 % p o p u l a t i o n o f

c i s X a a 一 P r o i n t h e u n f o ld e d a s s e m b le a n d a n a b o u t

6 % f r e q u e n e y o f e i s X a a 一 P r o b o n d s i n n a t i v e p r o -

t e i n s [ 17 一 23 ]
.

S o m e s t u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t

s o m e p r o t e i n s s h o w is o m e r i z a t io n a b o u t a n X a a 一 P or

p e p t i d e b o n d i n t h e n a t i v e s t a t e ,

w h ie h g i v e s r i s e t o

s t r u c t u r a l h e t e r o g e n e i t y i n t h e n a t i v e s t a t e 仁2
,

5
,

7
·

9
,

10 ]
.

A e e o r d i n g t o t h e N M R s t u d i e s o f S N a s e ,
t h e s t r u e -

t u r a l h e t e r o g e n e it y e a n b e a s e r i b e d t o t h e is o m e r i z a -

t io n s o f t h e L y s l l 6
一

P r o l z 7 [2
,

4
,

24 一 26 ] a n d H is 4 6
-

P ro 4 7 p e p t i d e b o n d s [ 6 ]
.

F o r n a t iv e w i l d
一

t y p e s N a s e ,

t h e p r e d o m i n a n t e o n f i g u r a t io n ( a b o u t
,

9 0 % ) o f t h e

L y s 一1 6
一

P or l l 7 p e p t id e b o n d 15 a s s i g n e d t o c i s , a n d

t h e m i n o r C o n f i g u r a t i o n ( a b o u t 1 0 % ) 15 a s s i g n e d t o

t ar n s
.

F o r t h e H i s 4 6
一

P or 4 7 Pe P t id e b o n d
,

t h e m aj o r

e o n f ig u r a t io n ( a b o u t 8 0 % ) 15 a s s i g n e d t o t ar n s

w h e r e a s t h e m i n o r C o n f ig u r a t io n ( a b o u t 2 0 % ) 15 a s -

s i g n e d t o e i s
.

T h e h e t e
or g e n e i t y i n t h e n a t i v e s t a t e

w a s e li m i n a t e d b y t h e s u b s t i t u t i o n o f G l y f o r

P r o l 1 7 [2 7
,

2 8 ]
.

T h e iso m e r i z a t i o n s a b o u t t h e s e t w o

p e P t id e b o n d s o f S N a s e o e e u r i n d e p e n d e n t l y a n d p ro
-

d u e e t h e f o u r d i f f e r e n t n a t iv e e o n f o r m e r s [ 29 」

In a d di t io n ,
t h e r a t e e o n s t a n t o f t h e s lo w P h a s e

r e a e t i o n o f t h e A N S b in d i n g t o r a b b i t m u s e l e a d e n y
-

la t e k i n a s e w a s a e e e l e r a t e d a b o u t 2
.

4
一

f o l d i n t h e P r e s -

e n e e o f 2
.

0 拼m o l / L p e p t i d y l p r o l y l e i s八 ar n s 一

15 0 -

m e r a s e , s u g g e s t i n g t h a t t h e d o m a i n m o v e m e n t d u r i n g

A N S b i n d i n g t o a d e n y l a t e k i n a s e i n vo lv e s p r o l i n e 150
-

m e r iz a t i o n
.

T h e a e t iv a t i o n e n e r g y o f t h e s l o w P h a s e

w a s d e t e r m in e d t o b e 7 4
.

6 kJ / mo l
,

w h i e h 15 c o m p a -

r a b l e t o t h e a e t iv a t i o n e n e r g y o f p r o l i n e 。 i: 八ar n : 一

15 0 -

m e r i z a t i o n ( a bo u t s o kJ / m o l ) [ 30 ]
.

了

2 M o l e c u Ia r b a s i s o f m u l t i P l e e o n fO r m a t i o n s

T h e

mo l e e u la r b a s i s o f m u lt i p le co nf o r m a t io n s 15

n o t u n i q u e
.

In m o s t e a s e s ,

P r o li n e i s o m e r i z a t io n w i ll

l e a d t o t h e e o n f o r m a t i o n a l h e t e r o g e n e i t y o f p r o t e i n s
.

P r o l in e r e s i d u e s p la y s p e e i f i e r o le s in d e t e r m i n i n g p or
-

t e i n s t r u e t u r e ; t h e y a e t a s N
一

t e r m i n a l e a p s t o a 一

h e -

1i e es
, a s h e l i x t e r m i n a t i o n s i g n a l s , a n d a s e o r n e r

F u r t h e r m o r e ,

X
一 r a y a n a ly s i s o f d if f e r e n t e r y s t a l

fo r m s o f P or t e i n s a n d P e p t id e s o e e a s io n a l l y s h o w e d

t h e o e e u r r e n e e o f i so f o r m s w i t h d i f f e r e n t d i s u l f i d e

b o n d e h i r a l i t y 汇3 1 ]
.

R e e e n t ly
,

t w o e o n fo r m a t i o n a l 15 0 -

m e r s w e r e o b s e r v e d i n t h e I H N M R s p e e t r a o f t h e b a -

s i e p a n e r e a t i c t r y p s in i n h i b i t o r ( B P T I ) a n d o f a m u -

t a n t p or t e i n w i t h G ly 3 6 r e p la e e d b y S e r ,

B P T I

( G 3 6 S )
.

T h e t w o c o n fo mr
e r s w e r e d i f f e r e n t i n t h e

e h i r a l it y o f t h e d i s u lf id e b r i d g e f o r m e d b y C y s 1 4 a n d

C y s 3 8
.

I n B P T I
,

t h e p o p u l a t i o n o f t h e m ion
r e o n -

f o r m e r i n e r e a s e d f r o m a b o u t 1
.

5 % a t 4 ℃ t o s % a t

6 8 ℃
.

In B P T I ( G 3 6 S )
,

t h e p o p u l a t i o n o f t h e m i on
r

e o n fo r m a t io n w a s a b o u t 15 % o f t h e t o t a l p r o t e i n 〔32 ]
.

i-n臼ot年

I n

l i b r i u m

e a r li e r w o r k
, s lo w l o e a l e o n f o r m a t i o n a l e q u i

-

i n p e p t i d e s a n d p r o t e i n s w a s

v o l v e 1 8 0
0

f li p s o f a r o m a t i e r i n g s

a lso
s h o w n

a b o u t t h e



P
r o g er

s s in N a t u r a l S e ie n e e
V o l

.

1 2 N o
.

3 2 0 0 2 1 6 3

祖
m u lt ip le e o n f o rm a t io n s o n p r o t e in a e t iv it y

.

In th e p r e v io u s s t u d y
,

t h e e a t a l y s is a n d i n h ib i
-

t io n k in e t i e s o f a d e n y la t e k i n a s e w a s r e 一 e x a m i n e d o n

t h e b a s i s o f m u l t i p l e e o n f o r m a t i o n s o f t h e e n z y m e [4 5 ]
.

T h e r e s u l t s d e m o n s t r a t e d t h a t o n e i s o f o r m o f t h e e n -

z y m e e o u ld b i n d t o t h e s u b s t r a t e s i n t h e f o r w a r d r e a e -

t io n s u e h a s M g A T P a n d A M P
, a n d t h e i n h ib i t o r P l ,

P S一 b i s ( a d e n o s i n e 一 5
’ 一

) p e n t a p h o s p h a t e ( A p 5 A )
,

w h il e t h e o t h e r i s o f o r m e o u l d b i n d t o t h e s u b s t r a t e s i n

t h e b a e k w a r d r e a e t i o n , s u e h a s M g A I ) P a n d A D P
.

A s a e o n s e q u e n e e ,

A p 5 A a e t e d a s a e o m p e t i t iv e in
-

h i b i t o r f o r t h e fo r w a r d r e a e t io n a n d a m i x e d no
n e o m

-

p e t it iv e i n h ib it o r f o r t h e b a e k w a r d r e a e t i o n ,

w h ie h

s t r o n g l y s u p p o r t e d t h e s u g g e s t i o n t h a t t w o n a t iv e

f o r m s o f a d e n y l a t e k in a s e b e i n v o lv e d i n t h e e a t a ly t i e

r e a e t i o n s
.

F u r t h e r e x p e r i m e n t s i n d ie a t e d t h a t b o t h

e o n fo r m a t i o n s d i s t i n g u is h e d b y t h e A N S p r o b e o f
a d e n y l a t e k i n a s e w e r e a e t iv e [ 4 6 ]

.

跳

b o n d [ 33
,

34 ]
.

x t w a s r e p o r t e d t h a t m u l t i p l e e o n fo r m a -

t i o n s d i d e x i s t f o r t h e 7 一 6 4 p e p t i d e f r a g m e n t o f t h e

C S d o m a i n o f h u m a n a
3

一 e h a i n t y p e
Vl

e o l la g e n i n 5 0 -

lu t io n
, a

dn
t h a t t h e o r i g i n o f t h e m u l t i p l e co n f o r m a -

t io n s in t h e e e n t r a l 日
一 s h e e t w a s a r e o r i e n t a t i o n o f t h e

T r P 2 1 r i n g
.

T h e r a t e o f t h i s r e o r i e n t a t i o n w a s ( 1
.

0 1

士 0
.

0 5 ) S 一 1 a t 3 o 3 K
, a s d e t e r m i n e d b y Z D

一

N M R
,

a n d t h e Po P u l a t i o n o f t h e m i n o r e o n f o r m a t io n w a s

f o u n d t o b e ( 6
.

4 士 0
.

2 ) % a t 3 0 3 K
.

I t S e e m S t h a t a l l

K u n it z 一

do m a i n p r o t e i n s w i t h a t r y p t o p h a n i n p o s i t io n

2 1 w i l l e x i s t in a m aj o r a n d a m i n o r e o n f o r m a t io n ,

s l o w ly e x e h a n g i n g o n t h e N M R t im e s e a le [ 3 5一 37 ]
.

F le x i b l e s u r f a e e 一

loo p s i n p r o t e i n s t r u e t u r e a r e

t h o u g h t t o P la y a n i m p o r t a n t or l e i n s u b s t r a t e b i n d in g

a n d m o l e e u la r r e e o g n i t io n
.

C r y s t a l s t r u e t u r e s h a v e

s h o w n t h a t
,

fo r a n u m b e r o f e n z y m e s a n d a n t i b o d ie s ,

s u b s t r a t e a n d / o r a n t i g e n b i n d in g c a u s e s a c o n fo r m a -

t i o n a l e h a n g e o f a s u r f a e e 一 loo p e i t h e r f r o m a n “ o p e n ”

t o a “ e l o s e d
”

f o r m t o p a r t i a l l y e o v e r t h e b o u n d s u b
-

s t r a t e [3 8一 4 1〕
, o r f r o m a “ p a r t i a l ly e l o s e d

”
f o r m t o

“ o p e n ”
f o r m

, r e s u l t i n g i n a n i n d u e e d f i t fo r t h e a n t i
-

g e n o r l i g a n d b i n d i n g [ 42
,

4 3」
.

H o w e v e r , s o m e d a t a d i s -

a g r e e w i t h a lo n g
一

h e ld a s s u m P t i o n t h a t t h e lo o p e lo
-

s u r e 15 l ig a n d g a t e d
.

T h e r e s u l t s h a v e r e v e a l e d t h a t

t h e l o o P m o t io n 15 n o t li g a n d g a t e d
,

b u t a n a t u r a l m o -

t i o n o f t h e p r o t e i n , a n d t h e p o p u la t i o n r a t i o b e t w e e n

l o o p o p e n a n d e lo s e d f o r m s 15 s h i f t e d b y t h e p r e s e n e e

o f li g a n d
.

I n t h e e a s e o f loo p
一

6 i n t r io s e ph o s p h a t e 15 0 -

m e r a s e ,
t h e p o p u l a t io n r a t io e h a n g e s for m 10 : 1

( w it h o u t l ig a n d b o u n d ) t o l : 10 ( w i t h l ig a n d

b o u n d ) [ 4 4 」
.

s i m i la r ly
,

t h e 。 p e n a n d e lo s e d fo r m s o f

w i ld t y p e c y t o e h r o m e 。 p e r o x i d a s e ( C C P ) a r e i n 。 o n -

s t a n t e q u il i b r i u m i n
so lu t io n e v e n i n t h e a b s e n e e o f

li g a n d o b s e r v e d d i r e e t l y w i t h p or t e in e r y s t a l lo g r a p h y

a n d e h a r a e t e r iz a t i o n w i t h so lu t io n k in e t ie s [ 8 ]
.

T h e

loo p o p e n e o n f o r m e r in t h e n a t i v e fo r m o f C C P l e a v e s

a n e m p t y b in d i n g p o e k e t t o w h i e h l ig a n d e a n b i n d
.

T h e b in d i n g o f l ig a n d s e l e e t s t h i s o p e n e o n f o r m e r a n d

s h i f t s t h e loo P e lo s e 一 o P e n e q u il i b r i u m t o w a r d t h e loo p

o p e n e o n f o r m e r
.

T h e b i n d in g o f li g a n d d o e s n o t

“ e a u s e ” t h e loo p t o o p e n ; b u t
,

b e e a u s e t h e li g a n d

b i n d s t o t h e o P e n e o n f o r m e r ,

i t s e le e t s t h is e o n f o r m e r

a n d s h if t s t h e e q u i li b r i u m t o t h e o P e n e o n f o r m e r
.

T h i s b i n d i n g o n l y a P P e a r s t o b e i n d u e e d f i t b e e a u s e o f

t h e e q u i l ib r iu m s h if t ; b e f o r e l i g a n d a d d i t io n , a s m a l l

a m o u n t o f t h e p r o t e in p r e 一 e x i s t s i n t h e o Pe n e o n -

f o r m e r a s s h o w n b y t h e p r e 一 e q u i l ib r a t i o n k i n e t ie s
.

3 B i o l o g i e a l s i g n i if c a n e e o f m u l t i P l e e o n fo r
·

m a t i o ll s

I t 15 o f g r e a t i n t e r e s t t o e lu e i d a t e t h e i n f l u e n e e o f

T h e d if f e r e n e e i n t h e e o n f o r m a t i o n o f m u l t i P l e

e o n f o r m e r s o f p r o t e i n m a y le a d t o t h e d i f f e r e n e e i n

t h e ir f u n e t io n a l p r o p e r t i e s
.

C a r d i o t o x i n S ( C T X S ) a r e

i n v o l v e d i n t h e d e p o l a r i z a t io n o f t h e e x e i t a b l e m e m
-

b r a n e s a n d a r e h y p o t h e s i z e d t o a e t o n m e m b r a n e p r o -

t e i n s i n v o l v e d i n t r a n s m i s s io n o f N a + a n d C a Z 十 e u r -

r e n t s [4 7」
.

T h e y a ls o i n d u e e e e ll l y s i s a n d s t i m u l a t e t h e

a e t iv i t y o f t is s u e l i p a s e s [4 8 ]
.

T h e l y t i e a e t i v it y o f

C T X s 15 a s s o e i a t e d w i t h t h e i r b in d i n g t o a n d d a m a g
-

i n g o f e e l l m e m b r a n e s [ 49
,

50 ]
.

T h e i n t e r a e t i o n o f t h e P
-

t y p e e a r d io t o x i n fl f ro m 从砂
a

ox i a n a s n a k e v e n o m

( C T ll ) w i t h p e r d e u t e r a t e d d o d e e y lp h o s e h o li n e

( D P e ) w a s S t u d i e d u s i n g ` H
一

N M R s p e e t r o s e o p y a n d

d if f u s i o n m e a s u r e m e n t s [ 51 1
.

T h e s t r u e t u r e o f m i e e ll e -

b o u n d C T 11 w a s f o u n d t o b e S im i l a r t o t h e “
m aj o r ”

fo r m ( ) f C T 11 i n a q u e o u s s o l u t i o n ,

w i t h t h e V a l7
-

p r o s p e p t id e b o n d in t h e t ar n s 一 e o n f ig u r a t i o n [ 52 ]
.

N o

“
m i n o r ”

f o r m h a v i n g t h e c i s 一 e o n f i g u r a t i o n o f t h e

b o n d w a s fo u n d i n t h e m i e e ll e 一

b o u n d t o x i n [5 1 ]
.

w h a t

15 t h e f u n e t i o n a l or l e o f t h e “
m i n o r ”

f o r m 15 u n e l e a r

n o 丫V
。

创口

S o m e e v id e n e e s h o w e d t h a t t h e m u l t i p l e e o n f o r -

m a t i o n s in v o l v i n g loo p m o v e m e n t p la y a n i m p o r t a n t

or l e i n t h e p r o t e i n a e t iv i t y
,

M a n y o b s e r v a t i o n s s u g
-

g e s t t h a t t h e e o n f o r m a t i o n a l e h a n g e s i n l o o p s a r e

n e e d e d f o r e n z y m a t i e e a t a l y s i s t 5 3 一 5 5 ]
、

T r i o s e p阮
s -

p h a t e i s o m e r a s e 15 o n e o f t h e f i r s t p ro t e i n s f o r w h i e h

l a r g e e o n f o r m a t io n a l e h a n g e s in a loo P r e g io n b e

d e m o n s t r a t e d
.

H o w e v e r ,
t h e lo o p m o t i o n o f

“ o p e n ”

t o “ e lo s e d
, , e o n v e r s io n 15 n o t li g a n d

一

g a t e d b u t a n a t u -

r a l m o t i o n o f t h e p r o t e i n 〔4 4 ]
.

T h e r e l a t i v e e n e r g ie s o f
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12 N o
.

3 2 0 0 2

t h e t w o s t a b l e s t a t e s o f t h e loo p d o d e p e n d o n t h e

p r e s e n e e o f t h e l ig a n d
, a n d t h e r a t e fo r t h e m o s t e v i

-

de n t m o t io n b e t w e e n t h e “ o p e n ” a n d
“ e l o s e d

” s t a t e s

15 e lo s e l y m a t e h e d t o t h e e a t a l y t ie t u r n o v e r r a t e
.

I t 15

r e a s o n a b le t o s u g g e s t t h a t t h e Po Pu la t i o n r a t io fo r t h e

t w o s t a t e s o f t h e loo p a n d t h e e n e r g e t i e b a r r ie r f o r

o Pe n i n g a n d e l o s i n g h a v e e r u e i a l e f f e e t o n t h e e a t a l y t i e

p or e e s s o f t r io s e p h o s p h a t e is o m e r a s e , s in e e

t r io s e Ph o s p h a t e is o m e r a s e 15 a r e v e r s i b l e e n z y m e , a n d

t h e r e a e t a n t s a n d P r o d u e t s a r e v e r y s i m il a r
.

H o w e v -

er
,

t o e x t e n d t h e e o n e l u s io n t o o t h e r e n z y m e s n e e d s

m o r e e x p e r i m e n t a l m e a s u r e m e n t s
.

T h e r e w e r e a lso
e x a m p le s s h o w in g t h a t n o 5 19

-

n i f i e a n t r e l a t io n s a r e p r e s e n t b e t w e e n m u l t i p l e e o n f o r -

m a t io n s a n d p r o t e in f u n e t i o n s
.

A lt h o u g h t h e l o o p 1 9 0

一 1 9 5 o p e n i n g a n d e l o s i n g w e r e d e t e r m i n e d t o b e t h e

so
u r e e o f m u lt i P le e o n fo r m e r s o f C C P a n d r e l a t e d t o

t h e b i n d i n g o f e y t o e h r o m e e ,
t h e i d e a t h a t t h e lo o p

o p e n in g 15 i n vo lv e d i n t h e e l e e t r o n t r a n s f e r P r o e e s s

w a s d i s f a v o u r e d
.

I n f a e t
,

t h e loo P o P e n in g k i n e t i e s

( c a le u la t e d h a l f
一

li f e 》 1 0 2 5 ) a p p e a r e d t o b e t oo S lo w

fo r t h e e le e t r o n t r a n s f e r
.

T h e r e w e r e n o r e p o r t e d

s t r u e t u r e s o f t h e E S f o r m
,

in d ie a t i n g t h a t t h e B
一

f a e -

t o r o f loo P 19 0 一 19 5 w a s i n e r e a s e d
.

T h e s t r u e t u r e o f

t h e C C P
一 e y t o e h r o m e e e o m p l e x d i d n o t s h o w t h e B

-

f a e t o r o f lo o p 1 9 0 一 1 9 5 b e i n g s ig n i f i e a n t l y a l t e r e d [ 8 ]
.

S im il a r r e s u l t s w e r e f o u n d i n B P T I a n d i n h u m a n

a
3

一 e h a i n t y p e Vl e o ll a g e n C
一

t e r m i n a l d o m a i n ( C S do -

m a in )
.

In t h e fo r m e r ,

i t w a s o b s e r v e d e a r li e r t h a t S e -

l e e t iv e r e d u e t io n o f t h e C y s 1 4
一

C y s 3 8 d is u lf i d e b o n d

r e s u lt e d in v i r t u a ll y u n a l t e r e d b i n d in g a f f i n i t y t o

t r y p s i n ,
t h e s t r i e t l y lo e a l e h a n g e s e o u p l e d w i t h t h e

d i s u l f i d e f li P s m a d e a s i g n i f i e a n t i n f lu e n e e o n t h e

f u n e t io n a l p r o p e r t ie s r a t h e r u n li k e ly [ 32〕
.

I n t h e la t
-

t e r ,
t h e C S d o m a in w a s h ig h h o m o lo g o u s t o t h e B P

-

T l
.

E x a m i n a t i o n o f t h e e r y s t a l s t r u e t u r e o f t h e

t r y p s i可B P T I e o m p l e x S u g g e s t e d t h a t a r e o r i e n t a t i o n

o f t h e T r p 2 1 r in g h a d l i t t le o r n o e f f e e t o n t h e i n -

h i b i t o r y a e t iv i t y [ 35 ]
.

A e k n
ow le d g m e n t s T h e a u t h

o sr e x p r e s s t h e i r s i n e e r e

t h a n k s t o
P

r o
f

.

T
s o u ,

C
.

L
.

a t t h
e I n s t i t u t e o

f B io P h y s ie s ,

C h in e s e A e a
d

e
m y o f S e i e n e e s fo r m a n y h e l P f u l s u g g e s t io n s

.

R e fe r e n C e S

A n fi n s e 氏 C
.

B
.

P r i n e ip le s t h a t g o v e r n t h e f o ld i飞
o f P or

t e in

e h a i n s
.

cS i e n e e
,

19 7 3
,

18 1 : 2 2 3
.

oF
x R

.

0
.

e t a l
.

M
u l t ip le e o n f o r m a t i o n s o f a p r o t e i n d e m o n s t ra t e d

b y m 昭n e t i z a t i o n t r a n s f e r N M R s Pe e t

ros
e o Py

.

N a t u r e ,

1 98 6
,

3 2 0
:

1 9 2
.

E v a n s ,

P
.

A
.

e t a l
.

P r o li n e ios m e r i s m i n s t a p h y ol e o e e a l n u e le as e

e h a ar e t e r i z e d by N M R a n d s i t e
一

d i r e e t e d m u t a g en e s i s
.

N a t u r e ,

19 8 7
,

32 9 : 2 6 6
.

E v a n s P
.

A
.

e t a l A m a g n e t i z a t io n
一

t r an s f e r n u e lea
r r e

so
n a n e e

s t u d y o f t h e fo ld in g o f s t a p h y lo e o e e a l n u e le as e
.

B ioc h e m i s t r y ,

19 8 9
,

28
:

3 6 2
.

C h az i氏 W
.

J
.

e t a l
.

P or li n e ios rn e r i s m l e a d s t o m u l t i Pl e fo ld e d

e o n of r m a t i o n s o f e a lbi n d i n D gk :
D i r e e t e v id e n e e f or m t w o

一

d im e n
-

s i o n a l I H N M R s p e e t r o s e o p y
.

P or
e

.

N a t l
.

A e a d
,

S e i
.

U S A
,

1 9 8 9
,

8 6
:

2 1 9 5
.

oL h
,

5
.

N
.

e t a l
.

T e e h n iq u e s in P or t e i n C h e m is t r y
.

S a n D i e g o :

cA
a d e m ic P r

ess
,

1 9 9 1
,

V o l
.

2
,

2 7 5一 2 8 2
.

A n l o d oe
,

P
.

e t a l
.

M u l t ip le e o n of rm
a t i o n s a n d p or l i n e e 艺s

一

t ar
n s

ios m e r i z a t i o n i n s a
lom

n e a le i t o n i n :
A e o m b in e d n u e l e a r m ag n e t i e

r e
os

n a n e e d i s t a n e e g oe m e t r y a n d om le e u la r m e e ha n i e s s t u d y
.

B i o
-

e h e m i s t r y ,

1 9 9 4
,

3 3
:

10 7 54
,

C ao
,

Y
.

e t a l
.

P or
t e i n e o n of rm

e r s e le e t io n b y lig a n d b i n di n g o b
-

s e r v e d w i t h e r y s t a ll呢
r a p h y

.

P r o t e i n S e i e n e e ,

1 9 9 8
,

7
:

7 2
.

S h al o n g o ,

w
.

e t a l
,

A ki n e t i e s t u d y o f t h e fo ld i飞
o f s t a p h y l o e o e e a l

n u e l
e a s e u s i n g s i z e

一
e x e lu s i o n e h or m a t

吧
r a p h y

.

B io e he m is t r y ,

19 9 2
,

3 1
:
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