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Feheérjék szerkezetének és dinamikajanak jelentosege

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

37°C-on, oldatban nem egy szerkezet 1étezik,
hanem egy konformacios sokasag.



Szamitogepes modellezés jelentosége

Atomi szintti informaciot ad mozgasokrol.

Kiserletes modszerek
altalaban nem szolgaltatnak
kozvetlen informaciot az atomi szintu torténésekrol.
(pl. EPR, X-links: nem, NMR: igen, de korlatoltan)



Membranfehérjek szerkezeti modellezese

> Kisérleti adatok alapjan

> Elméleti modszerekkel

= homolodgia modellezés

= mélytanulasos modszerek



Szerkezet meghatarozas — Rontgen krisztallografia
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Szerkezet meghatarozas — krio-EM

CRYO-ELECTRON MICROSCOPY

A beam of electron is fired at a frozen
protein solution. The emerging scattered
electrons pass through a lens to create
a magnified image on the detector, from
which their structure can be worked out.

© nature ®

Ewen Callaway, Nature | News Feature
The revolution will not be crystallized: a new method sweeps through structural biology, 09 September 2015



Szerkezet meghatarozas — ,single particle”

The TRPV1 channel detects the burn of chilli peppers, and this 3.4-A structure is considered super-hot in the
structural-biology world.
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Membranfehérjék topologiaja
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CFTR topolégiaja kisérletekbdl ismert
Chang et al. ] Biol Chem. 1994 269(28):18572-5

Kisérletes topologia meghatarozasi modszerek:
* Glikozilacios hely és mintazat

* tag — felismereés
* Cys hozzaférhetdség



Membrantopologia és TM hélixek predikcioja
szekvencia alapjan

» Szekvencia alapjan

* positive-inside rule

e TM hélixek és nem-TM részek aminosav eloszlasa mas
> Biologiai tudas figyelembevételének lehetdsége

> Tobb prediktor integralasa
pl. CCTOP.enzim.hu



TM helixek predikcioja szerkezet alapjan

1. ,water accessible area”, lipid kettosréteg lehetséges helye, pontozas — fitnesz fiiggvény
2. molekula dinamika szimulacidok

TMDET PPM
PDBTM OPM MemProtMD
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Membrane embedment data

electron density maps

5UAK) EMD

CFTR (PDBID

http://memblob.hegelab.org



A membrane blob can be extracted from
the electron density map

rescale
and subtract
in Chimera

http://memblob.hegelab.org



The MemBlob can be converted to
membrane boundaries

translate
rotate
slice

smooth
sum

20 250 300 350

y, A slice, deg

http://memblob.hegelab.org



Homologia modellezés 1.

> Templat keresés Ma
> Szek 12111 , et BLOSUM (BLOcks of Amino Acid SUbstitution Matrix) matrix
zekvencia illesztes bp -2 -z 1o is a substitution matrix
ys 0 -3 -3 -3 9
» Modellezés A
. .. . e, Gy 0 -2 0 -1 -3 -2 -2 &
> Energia-minimalizalas 't = ¢ @ | @ ° ¢z o
leu -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -2 -3 2 &
Lys 1 2 o -1 -3 1 1 -2 -1 -3 -2 5
Met -1 -1 -2 3 -1 o -2 -3 -2 1 2 -1 5
he -2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 -1 0 0 -3 0
Pro -1 -2 -2 1 -3 -1 1 -2 -2 -3 3 -1 -z 7
Ser 1 -1 1 0 -1 0 0 o -1 -2 -2 0 -1 -2 -1 4
Thr 0 0 -1 -1 -1 1 -2 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1 1 5
Trp -3 -3 -4 -4 -2 -2 -3 -2 -2 -3 -2 -3 -1 -4 -3 -2 11
Tyr -2 -2 -2 -3 -2 -1 -2 -3 2 -1 -1 -2 -1 3 -3 -2 -2 2 7
val 0 -3 -3 -3 -1 -2 -2 -3 -3 3 -2 1 -1 -2 -2 0 -3 -1 &°

) 3 3 3 3 1 -2
Ala Arg Asn Asp Cys GIn Glu Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

Alignement - pl. ClustalW
2HYD = - MIKRYLQFVK--—--- PYKYRIFATIIVGIIKFGIPMLIP
3B5x = - WQTFKRLWTYIR--—-—-- LYKAGLVVSTIALVINAAADTYMI

CFTR_HUMAN MQRSPLEKASVVSKLFFSWIRPILRKGYRQRLELSDIYQIPSVDSADNL
* .. ke e« k. .



Homologia modellezés II.

__«— Valine Yo Glutamine Change in
Rotamer
Amino acid Energy
Substitution Minimisation
Template Structure Initial Model (*.ini) Output Model(s) (*.B999*)

forras: SBCB, Oxford, UK



ATP Binding Cassette (ABC) proteins

NBD
I NBD2



Conformation of ABC proteins

(Pgp-like)

“bottom-closed” “bottom-closed” apo “bottom-open” apo
(+ATP) (-ATP) (-ATP)



Cystic fibrosis (CF)

UCystic Fibrosis
QO cChronic Bronchitis

correctors
potentiators

Airway Surface Liquid
(ASL)

Ghosh, Boucher, Tarran,
CMLS 2015



Multidrug transport — ABC proteins

(Erug)

g g O

MDR
protein

ADP+P,

target proteinA




9reT4 t <

Input sequence

machine learning, deep learning, Al

— =S =S A AR T 0D

4 '}
L, Structure | —
database
search

Templates

AlphaFold2

Jumper et al. Nat 2021

coevolution

FPT4t4 £ N High
g[sm e reptiil s confidence
—’3
Evoformer S;Hggt,ﬁe
(48 blocks) (8 blocks)
TP t ey t 4
Pair Pair 3
|| representation] —p || representation | ——p- 3D structure
(rre) [rlric)
NE———
Y
« Recycling (three times)
D
D .
inference
D R
E -
E i
E constraint C
v contact in 3D
vV



TM protein structure prediction by AF2
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fold class
Pgp-like
ABCG2-like
MalFG-like
BtuC-like
EcfT-like
LptFG-like
MacB-like
MilaE-like

reference PDB
4M1IM

6HCO
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5X5Y
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CFTR TMS




CFTR - disordered regions

pLDDT score - IDR prediction




Prediction of new TM folds

MlaE-like fold ER membrane protein complex subunit 6
PDBID: 7ch0 PDBID: 6ww7
RMSD of 1.28 A RMSD of 0.96 A



Prediction of new TM folds

AF2

MprF (PDBID: 7DUW)




Van szerkezet, mozgassuk meg!



Molekula dinamika/Molecular dynamics

= valds potencialfeliilet
* mozgasegyenletek

id6-1épésenkénti numerikus megoldasa
= trajektoria
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A , force field”

Baker (2007)
Epy =W Eoy + W Ey + W B + W Ey + W E
Vmbenv E mbenv) T u/hbond E hbond E ref
mbem EACI&(\ A(ﬂef(\ ) (1 f(» )) ( refchex _ AGiref.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 0 —5.330 —-1.270
NH1 —-5.950 —1.145 OC —10.000 —0.900
NR —-3.820 —1.630 S —-3.240 —-1.780

NH2 —5.450 —1.145 SH1E —2.050 —1.855




Esemeények idoskalaja

Time scale (s)

Length scale (m)

10-1 1071 10¢ 108 1077 106
Chemical Small molecules Protein complexes
bonds and aggregates
Proteins
1015 Chemical Quantum mechanical
10-14 FEAChOnS simulations
10713
10-12 Molecular mechanics simulations
Backbone

1
10 librations

10
10 Side-chain

) motions

TRENDS in Biotechnology

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




Egyszertsitett (Coarse Grain) modellek

SRE

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

Sansom, Oxford University
Marrink, Groningen, MARTINI force field



Feherjék konformacioinak stabilitasa

Eur Biophys J (2008) 37:403-409

0ns 20 ns



Az ABCG2 modell




A Q141 helyzete




Molekula Dinamika (MD) szimulaciok

> Az ABCG2 fehérjét membran kettOsrétegbe helyeztiik (POPC)

» Az a.a. oldallancok, lipidek és vizmolekulak elhelyezkedésének
optimalizalasa:
- energia minimalizacio
- egyensulyba hozas (6 db parhuzamos)
- minimalis gerinc-mozgas (position constrains)

» Production run

- NO constraints
-50 ns x 6 =300 ns;

» WT és variansok O0sszehasonlitasa
(pl. Q141K, R482G)



Ca distance, A
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ABCG2 WT, chain B, residues 141 and 158
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A Q141K hatasa a 141/382 (NBD/TMD) kapcsolatra
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ABCG2 Q141K, chain B, residues 141 and 382

ABCG2 WT, chain B, residues 141 and 382
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Drogkoto helyek vizsgalata in silico dokkolassal
AutoDock Vina

> Fix fehérje, flexibilis ligand
» Tobb konformacio (6 db, egyensulyba hozott)
» Doboz; ligand odaprobalasa nagyon sokszor (ebbdl 20/futas)

?%\(V}({ ==




Drogkoto helyek vizsgalata in silico dokkolassal
AutoDock Vina

> Fix fehérje, flexibilis ligand
» Tobb konformacio (6 db, egyensulyba hozott)
» Doboz; ligand odaprobalasa nagyon sokszor (ebbdl 20/futas)

> Mindent oda lehet dokkolni... ezért szubsztrat + nemszubsztrat

methotrexate rhodamine123 calcein
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Drogkoto helyek vizsgalata in silico dokkolassal

verapamil flavopiridol




altozasa

to zsebek dinamikus v
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bek dinamikus valtozasa

144

A drog-koto zse




Describing the transport using MD

equilibrium simulations, uric acid molecules
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A ,exit” jellemzése metadinamikaval




A ,exit” jellemzése metadinamikaval




A ,exit” jellemzese metadinamikaval
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A koleszterin el0segiti a transzportot megel0zo zarodast
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MemMoRFs

Membrane Molecular Recognition Features, https://memmorf.hegelab.org



SARS CoV-2, E protein

E protein




SARS CoV-2, E protein
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Osszefoglalas

> Fehérje dinamika

1. Szerkezet

Szolvatalas
Energiaminimalizalas
Egyensulyba hozas
Production run

2
3.
4.
5

> Szamitasos modszerek igen fontosak

> Fehérjék miikodésének és mutaciok hatasanak megismerése

> Gydgyszertervezés

www.hegelab.org
hegedus.tamas@hegelab.org



