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ék dinamikajanak jelentosége

Fehér

A betegség molekularis szintili oka?
A gyogyszer-koto zseb alakja?

37°C-on, oldatban nem egy szerkezet létezik,
hanem egy konformacios sokasag.
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Szamitogépes modellezés jelentosége

Atomi szinti informaciot adnak mozgasokrol.

Kisérletes modszerek altalaban nem
szolgaltatnak kozvetlen informaciot az
atomi szinti torténésekrol.

Pl. NMR és MD - igen
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Masodlagos szerkezeti elemek

Megoldott szerkezetekb6l minden aminosavra meghatarozott
helix, p-redé, coil formalé hajlambol 60 %

Ezek kombinalasa szekvenciak illesztésével 70-80 %

Megvalodsitasi lehetéségek:
= neuralis haldzatok,

= support vector machines,

= rejtett Markov modellek, stb.

Megbizhatdsagi érték minden pozicidra

GOR4, HNN, Prof, JPred/JNet
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Rendezetlen fehérjék I.

Intrinsically Disordered Proteins
Becslések alapjan a fehérjéknek akar 25 %-a rendezetlen lehet.

Komplexitassal n6é a rendezetlen fehérjék aranya
Az emberi fehérjék felében van min. 30 a.a. hosszu rendezetlen szakasz

Nem teljesen random. PI. hidroféob aminosavak klaszterez6dése
Strukturalisan igen flexibilisek.

Nincs kompakt globularis hajtogatodas, rezidualis szerkezet.

Megdoélt a paradigma,
mely szerint jol definialt 3D szerkezethez kapcsolhaté fehérje funkcio.

BME MSc-Biofizika kurzus, 2012.05.02. - www.hegelab.org



Rendezetlen fehérjék I11I.

Miért j6? Specifikus és adaptalodoé
Rendezetlen/rendezett reverzibilis atmenete
Nagy kotofelulet
Gyors kotés

Mire j6? Entrépikus lanc: K+ csatorna inaktivalasa
Effektor: peptid inhibitorok
Scavangers: kazein
Osszeszerel6dés: calmodesmon, F-aktin
Bemutato felllet: foszforilaciés és proteolitikus helyek
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Rendezetlen fehérjék II11.

A rendezetlenség joslasa

— .

Tanulo algoritmusok Koélcsdnhatasi energiak becslése
PDB-ben el6fordulé
rendezetlen fehérjék szekvenciaja alapjan

DisProt adatbazis: http://www.disprot.org
K. Dunker - Indiana University

Tompa Péter — MTA Enzimoldgiai Intézet
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Mintazat keresés (pattern search)
P-x-[STA]-x-[LIV]-[IVT]-x-[GS]-G-Y-S-[QL]-G
P.[STA].[LIV][IVT].[GS]GYS[QL]G (regular expression pattern)

Konszenzus matrix, profile (Isd. ProSite dokumentaciot)

MA
MA
MA
MA
MA

/M: SY='D'; M=-10,26,-29,38,34,-34,-14,-2,-33,7,-24,-23,8,-6,8,-4,0,-9,-27,-33,-19,21;

/M: SY="I'; M=-8,-31,-23,-35,-28,7,-32,-27,27,-24,15,13,-27,-26,-24,-23,-20,-9,25,-4,2,-27;
/M: SY='R’; M=-11,-12,-26,-12,-1,-13,-23,-1,-8,1,-7,-3,-8,-11,-2,8,-9,-6,-8,-22,-3,-4;

/M: SY='E'; M=-11,17,-27,23,29,-24,-15,-3,-27,1,-22,-20,9,-1,6,-6,3,-4,-25,-32,-17,17;

/M: §Y='D'; M=-7,10,-23,11,2,-25,0,-6,-26,-4,-23,-18,7,-6,-5,-8,7,7,-20,-31,-17,-2;

Mar masok megtették, adatbazisokba gyiijtotték ©
Enzimek osztalyozasa (EC)
Domének azonositasa (pl. Pfam: http://pfam.sanger.ac.uk)
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Harmadlagos szerkezet joslasa

Ab initio folding

= CASP (Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction)
= kényszerfeltételek kisérletekbol

Homologia modellezés

= feltételezi: konzervalt szekvencia == konzervalt struktura

= > 30% hasonldésag
= Osszeillesztés josaga a meghatarozo

BME MSc-Biofizika kurzus, 2012.05.02. - www.hegelab.org



Szekvencia-illesztes

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
GIn
Glu
Gly
His
lle

Leu

BLOSUM (BLOcks of Amino Acid SUbstitution Matrix) matrix
is a substitution matrix
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

Alignement — pl. ClustalW
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Basic Local Alignment Search Tool, or BLAST
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Negvedleges szerkezet

Fehérje-fehérje dokkolas — rendkivil nehéz feladat
(fellletek leirasa, dinamika)

PISA - Protein Interfaces, Surfaces and Assemblies
Molecular Dinamics
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Adatbazisok I.

—

Relaciéos (RDBMS) XML szoveg-fajlok, stb.
Internetes adatbazisok elényei: Hatranyai:
»Masok tartjak karban (frissités és annotalas) »>Masok tartjak karban
»Mashol foglal eréforrasokat »Adott eszkoztar
> Altalaban tébb helyen elérhet6 »>Lassu elérés

(hardware hiba tolerans)
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Adatbazisok II.

Lokalis adatbazisok:

> RDMBS

> fajlok

Elonyei: Hatranyai:

> lokalis > lokalis

> gyors elérés > eroforras-igény
> adott verzid (kézirat!) > hozzaértés-igény
> ,akarmilyen” szoftverrel hasznalhaté
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Szekvencia fajl formatumok

FASTA

>CFTR_HUMAN | P13569 | Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator..
MORSPLEKASVVSKLFFSWTRPILRKGYROQRLELSDIYQIPSVDSADNLSEKLEREWDRE
LASKKNPKLINALRRCFFWRFMFYGIFLYLGEVTKAVQPLLLGRIIASYDPDNKEERSIA
IYLGIGLCLLFIVRTLLLHPAIFGLHHIGMOMRIAMFSLIYKKTLKLSSRVLDKISIGQL
VSLLSNNLNKFDEGLALAHFVWIAPLQVALLMGLIWELLQASAFCGLGFLIVLALFQAGL
GRMMMKYRDQRAGKISERLVITSEMIENIQSVKAYCWEEAMEKMIENLRQTELKLTRKAA

DTRL

PIR

>P1;CRAB_ANAPL

ALPHA CRYSTALLIN B CHAIN (ALPHA (B)-CRYSTALLIN).
MDITIHNPLI RRPLFSWLAP SRIFDQIFGE HLQESELLPA SPSLSPFLMR
SPIFRMPSWL ETGLSEMRLE KDKFSVNLDV KHFSPEELKV KVLGDMVEIH
GKHEERQDEH GFIAREFNRK YRIPADVDPL TITSSLSLDG VLTVSAPRKQ
SDVPERSIPI TREEKPAIAG AQRK¥*
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Szerkezeti, pdb fajl formatum

HEADER MEMBRANE PROTEIN 26-0CT-07 3B60

TITLE CRYSTAL STRUCTURE OF MSBA FROM SALMONELLA TYPHIMURIUM WITH

ATOM l1 N TRP A 10 104.628 -32.601 66.108 1.00205.48 N
ATOM 2 CA TRP A 10 104.119 -32.609 64.706 1.00205.48 Cc
ATOM 3 C TRP A 10 103.171 -31.436 64.470 1.00205.48 Cc
ATOM 4 O TRP A 10 102.922 -30.633 65.393 1.00205.48 o)
ATOM 5 CB TRP A 10 103.367 -33.919 64.430 1.00205.48 Cc
ATOM 6 CG TRP A 10 102.940 -34.096 62.995 1.00205.48 Cc
ATOM 7 CD1 TRP A 10 103.750 -34.347 61.925 1.00205.48 Cc
ATOM 8 CD2 TRP A 10 101.605 -34.018 62.477 1.00205.48 Cc
ATOM 9 NE1 TRP A 10 103.004 -34.430 60.774 1.00205.48 N
ATOM 10 CE2 TRP A 10 101.684 -34.229 61.083 1.00205.48 Cc
ATOM 11 CE3 TRP A 10 100.349 -33.784 63.055 1.00205.48 Cc
ATOM 12 Cz2 TRP A 10 100.555 -34.220 60.256 1.00205.48 Cc
ATOM 13 CzZz3 TRP A 10 99.224 -33.775 62.232 1.00205.48 Cc
ATOM 14 CH2 TRP A 10 99.338 -33.990 60.847 1.00205.48 Cc
ATOM 15 N GLN A 11 102.764 -31.247 63.200 1.00205.36 N
ATOM l6 CA GLN A 11 101.723 -30.228 63.006 1.00205.36 Cc
ATOM 17 C GLN A 11 102.262 -28.816 63.134 1.00205.36 Cc
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— T

internetes lokalis
http://www.expasy.org/tools/#proteome EMBOSS

— T

masok altal irt sajat kodolas
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yrogramozasi nvelvek

C/C++: lassu fejlesztés
ha sebesség kell; mégis ritkan tanacsolt

Script nyelv: igen gyors fejlesztés
bizonyos feladatokhoz igen lassu

Java: lassu fejlesztés; altalaban a sziikségelt
csomag beta ®

GUI

= Kényvtarak

= Olvashatdosag, dokumentalhatdosag

= Objektum orientaltsag

= Tobb fejleszto: subversion vagy hasonlé megoldasok
= Egyéni szaj-iz
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Fehérje dinamika vizsgalata

Normal-modus elemzés Molekularis dinamika (MD)

= harmonikus potencial = valos potencialfeliilet

= analitikus mozgasegyenletek » mozgasegyenletek

= normal modusok id6-l1épésenkénti numerikus megoldasa

= trajektoria

y -
\\\\j
© :
@ A o, frekvencia
T | \ I &) J
q1 ‘6 l'\, Jf; X '(zu . .
-] VAR VEERVY = A trajektoria
c
id6 'g
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A ,force field”

=W_ E +W . E +W_E

E prot rep ™~ rep
+W venv E mbenv + Wibona Enbond — E
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pair ™~ pair

ref

natom natom ﬁ-ee " 2A Gfree

SOIV-_E 2 41':\/_?u ( (13‘) JT‘\/_

=i i'ij

———L—exp(-d})V,t Lazaridis (2003)

Il.'

TABLE L. Solvation Parameters®

Atomtypes* Volume AGS®  ACPec  AHM®  Acp™ Lazaridis (1 999)
C 147 0.000 0.00 0.000 0.00
CR 83 -0890 -140 2.220 6.90
CHIE 237 -0.187 -025 0.876 0.00
CHZE 224 0.372 052 -0610 18.60
CH3E 300 1.089 150 -=1.779 35.60
CRIE 184 0.057 008 -0973 6.90
NHI1 44 -5850 -850 -9059 -880
NR 44 —-3820 -—-400 —4654 —8.80
NH2 112 -5450 -780 -9028 -7.00
NH3 112 —-20.000 -2000 -25.000 -—18.00
NC2 11.2 —-10000 -=10.00 -=12.000 -7.00
N 0.0 -1.000 -155 -1.250 8.80
OH1 10.8 -5820 -6.70 -9264 -11.20
O 10.8 -5330 -585 5787 -—-880
ocC 10.8 —-10.000 -1000 -12000 -9540
S 147 —-3.240 410 —-4475 -399

SHIE 214 —-2050 270 —4475 -3990  pyE Msc-Biofizika kurzus, 2012.05.02. - www.hegelab.org




A ,force field” — II.

mbenv E mbenv

natom

mbem 2 AGmf( )

+ Wibond Ebbond =

=W _E_ +W_E +W_E_+W

rep ' rep

E

ref

Baker (2007)

E . +W_FE

solv ™~ solv pair *~ pair

AG:ef(:,) _ (l B f(:')) % (AG’refchex _ AG.ref.water)

)

TABLE II. Atomic Contribution to the Solvation Free
Energy in Water and Cyclohexane

Water Chex Water Chex
CR —0.890 —1.350 NH3 —20.000 —1.145
CHI1E -0.187 —-0.645 NC2 —10.000 —-0.200
CH2E 0.372 —-0.720 N —1.000 —-1.145
CH3E 1.089 —0.665 OH1 —-5.920 —0.960
CR1E 0.057 —-0.410 O —5.330 -1.270
NH1 —-5.950 -1.145 ocC —10.000 —-0.900
NR —3.820 —-1.630 S —3.240 —-1.780
NH2 —5.450 —1.145 SH1E —2.050 —1.855
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Az MD korlatjai

ido (CPU, valoés)

potencial kiszamolasa a sziik keresztmetszet
numerikus integralas hibaja

fs-os integracios lépések

oldészer (explicit/implicit)

,boundary condition”

vV V V VYV VYV VY
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~Események” idoskalaja

Time scale (s)

10715
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e
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10-10
10°°

Chemical
reactions

Backbone
librations

Length scale (m)

10 10310 10-° 105> 1077 10°¢
Chemical Small molecules Protein complexes
bonds and aggregates
Proteins
Quantum mechanical
simulations

Molecular mechanics simulations

Side-chain
motions

TRENDS in Biotechnology

F. Ding and N.V. Dokholyan, TRENDS in Biotechnology, 23:450 (2005)
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Interaction energy

Diszkrét Molekularis Dinamika (DMD)

100
50
0 P -“'._.. """"""""
=l Empirical
Lennard_Jones .............
-100 . . . .
3.0 4.0 50 6.0 7.0 8.0
R (A)
wikipedia

-100

r, A

Ding, F., Dokholyan, N. V. PLoS Comput Biol 2:e85
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Egyszeriusitett (Coarse Grain) modellek

Figure 1. Atomistic (left-hand) and coarse-grained (right-hand) models )
compared for (A) a DPC molecule and (B) a GpA helix. Colors for atoms: Bond’ Sansom: MARTINI

Fehérjére pl. 2 bead vagy 4+ bead modellek
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Kettosréteg felépiilése a fehérje koré




PIP2 kotodése Kir kalium csatornahoz

Biochemistry, Vol. 48, No. 46, 2009 1
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Glikophorin A dimerizacioja
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FIGURE 1. Atomistic (AT) and coarse-grained (CG) representations ‘IGURE 3. Coarse-grained GpA TM helix dimerization simulation.
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ATP Binding Cassette (ABC) fehérjék

NBD
N 4 NBD2
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A multidrog-rezisztencia és felfiiggesztése

sejtmag
DNS ADP+P;

o
célfehérje A

célfehérje 2 a
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7y =

Fehérjék konformacioinak stabilitasa

Eur Biophys J (2008) 37:403-409

0 ns 20 ns
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“alul-zart” holo “alul-zart” apo “alul-nyitott” apo
(+ATP) (-ATP) (-ATP)
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Az alul nyitott apo szerkezet nem stabil

12
10
< 8t
@
= 67
o
o 4
2
—— mMDR3
0 A ——— Sav1866 ATP-ATP #1
0 20 40 60 80 100 120
t [ns]

Gyimesi et al. BBA 2012
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Az alul nyitott apo szerkezet nem stabil

rendszer megtartott
hélixtartalom
Sav1866 o
ATP/ATP #1 90.04%
hMDR1 holo 91.84%
hMDR1 apo 64.30%
mMDR3 63.13%
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Alul nyitott apo szerkezet elemi cellaja

mMDR3, PDBID:3G5U MsbA, PDBID:3B5W
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Eseményvek modellezése

» Hogyan befolyasolja az ATP hidrolizise a fehérje dinamikajat?
Pl. steered MD

» Hogyan torténik meg az atmenet
az ,alul-zart” konformaciobol az ,,alul-nyitott” konformacioba?

PI. targeted MD
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Zart-nyitott atmenet jellemzése molekularis dinamikaval

molekularis dinamika
trajektoriak

Esszencialis
dinamika

modus kivalasztas

hMDR1 homologia modell hMDR1 homologia modell
(3x100 ns) (100 ns)

M. Wiese modellje kollektiv mozgasok
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Zart-nyitott atmenet
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szabad energia

Fehérje feltekeredés

TSE

reakcid kordinata

v

Levinthal paradoxon

nukleacio
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Fehérje stabilitas I.

Konformacios stabilitast elésegitik:

» Hidrofob koélcsonhatasok

= Intramolekularis H-hid kotések

= Intramolekularis ionos kolcsonhatasok

= Intramolekularis van der Waals kolcsonhatasok
= Intramolekularis diszulfid hidak

Destabilizal6 tényezok:

» H-hid az olddészerrel

= Van der Waals kdlcsonhatas az oldoszerrel
= Az ionos csoportok szolvatacioja

= entropia
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Fehérje stabilitas 11.

A fehérje stabilitas nem ér el maximalis értéket.

Erre utalnak:
termofil baktériumok fehérjéi;
igen stabil, tervezett fehérjék.

Ennek okai lehetnek:
az evolucié nem igényel stabilabb fehérjét mint a funkcié 6nmaga;
a fehérjéknek le is kell bomlaniuk;
a funkciohoz flexibilitas sziikséges.

Folding szimulacidok soran mi az abszolut energiaminimumot
(maximum stabilitast) keressuk.
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m /=

Fehérje feltekeredés szimulacioja — 1.

All atom force-field:

Potencial figgvény szamolasa eréforrasigényes
Reprezentativ konformacios mintavételezés problémas
Umbrella sampling, replica exchange.
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Fehérje feltekeredés szimulacioja — 11.

Coarse grained, Go-model:

= Egyszerii, szerekezetbdl szarmaztatott, nem atviheté potencial figgvény

= Egyszerisitett fehérje reprezentacio

CFTR NBD1 : 4+ bead model

Serohijos et al. 2008 PLoS Computational Biology, 4:e10000008
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Koztes allapotok kozotti atmenetek jellemzése

NBD1-WT ﬁ\
, Sa ; 3‘

= 5 7 {nr&."y . s,
TS0 S9 s7 S5

M, S’i b %

54 83 82 S1 (native)
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Kiilonbségek a vad tipusu és mutans domén

NBD1-WT
NBD1-F508A

H6
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