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Bevezetés — szimulaciok és a fehérje dinamika jelentésége
Fehérjék jellemzése bioinformatikai eszk6zokkel

vV V V

Informatikai eszk6z6k — biologus szempontbdl
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> Fehérjék feltekeredésének szimulacidja
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Fehérjék szerkezetének és dinamikajanak jelentésége

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

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

Atomi szintii informaciét ad mozgasokrol.

Kisérletes modszerek altalaban nem
szolgaltatnak kézvetlen informaciot az
atomi szintii torténésekrol.

Pl. NMR és MD - igen
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L meiemak Masodlagos szerkezeti elemek

> Bevezetés — szimulaciok és a fehérje dinamika jelentésége The Ramachandran Plot.
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Masodlagos szerkezeti elemek predikcidja Rendezetlen fehérjék I.

Intrinsically Disordered Proteins

Megoldott szerkezetekb6l minden aminosavra meghatarozott Becslések alapjan a fehérjéknek akar 25 %-a rendezetlen lehet.
helix, p-redé, coil formalé hajlambdl 60 %
Komplexitassal né a rendezetlen fehérjék aranya

Ezek kombinalasa szekvenciak illesztésével 70-80 % Az emberi fehérjék felében van min. 30 a.a. hosszu rendezetlen szakasz

Nem teljesen random.

Megvalésitasi lehetéségek:
= neuralis halézatok,

= support vector machines,

= rejtett Markov modellek, stb.

Strukturalisan igen flexibilisek.
Nincs kompakt globularis hajtogatédas, rezidualis szerkezet.
Megbizhatésagi érték minden poziciora

GOR4, HNN, Prof, JPred/JNet ] Megdﬁlt a paradigma, ] ] ]
mely szerint csak jol definialt 3D szerkezethez kapcsolhatoé fehérje funkcio.
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Rendezetlen fehérjék I11.

Miért jo? Specifikus és adaptalodo
Rendezetlen/rendezett reverzibilis atmenete
Nagy kétofellilet
Gyors kotés

Mire jo? Entropikus lanc: K+ csatorna inaktivalasa
Effektor: peptid inhibitorok
Scavangers: kazein
Osszeszerel6dés: calmodesmon, F-aktin

Bemutato feliilet: foszforilacios és proteolitikus helyek
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Rendezetlen fehérjék I11.

DisProt adatbazis: http://www.disprot.org
kb. 650 fehérje

K. Dunker - Indiana University

Tompa Péter, Dosztanyi Zsuzsa — MTA Enzimoldgiai Intézet

A rendezetlenség joslasa

— T~

Tanulé algoritmusok Koélcsdénhatasi energiak becslése
PDB-ben eléfordulé
rendezetlen fehérjék szekvenciaja alapjan
(nincs benniik sok hidrofob a.a.)
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Fizikai alapok!

Ha van szerkezet:

E calculated — z Mlj CU
i.j

Ha csak szekvencia van:
Eesrimared = LZ Pljf;fj
i,J
Egy aminosav rendezetlensége:

20
EJA = ZPijfik (W)
i=1
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IUPred kimenete
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> Fehérjék jellemzése bioinformatikai eszk6zokkel
Masodlagos szerkezeti mintazatok joslasa
Rendezetlen fehérjék
Funkcionalis régiok azonositasa
A harmadlagos és negyedleges szerkezet
Informatikai eszk6z6k — biolégus szempontbol
Fehérjék dinamikajanak modellezése
Fehérjék feltekeredésének szimulacidja

Y V V

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktdber - www.hegelab.org

Funkcionalis régiok azonositasa

Mintazat keresés (pattern search)
P-x-[STA]-X-[LIV]-[IVT]-x-[GS]-G-Y-S-[QL]-G
P.[STA]L[LIV][IVT].[GS]IGYS[QL]G (regular expression pattern)

Konszenzus matrix, profile (Isd. ProSite dokumentaciot)

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;
MA /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;
MA /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;

MA /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;

MA /M: SY='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 gyiijtétték ©
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 kisérletekbdl

Homologia modellezés

= feltételezi: konzervalt szekvencia == konzervalt struktara

= > 30% hasonldsag
= Osszeillesztés josaga a meghatarozo

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org

Szekvencia-illesztés

BLOSUM (BLOcks of Amino Acid SUbstitution Matrix) matrix
is a substitution matrix

4
2 5
2 -1

5
3 0 6
3 3 1 -2 -4
10 2 1
1 1 1
4 -2 -2 -3 2 -3 -1
2 -1 1 1
1 -2 1 1

0 3 -3 3 2 3 -3 3 - 1 4 2 0 3 1 4
Ala Arg Asn Asp Cys Gln Glu Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

Alighement — pl. ClustalW
2HYD ~  —mmmmm——— e MIKRYLQFVK-—--~— PYKYRIFATIIVGIIKFGIPMLIP
3B5X = e WOTFKRLWTYIR-——-— LYKAGLVVSTIALVINAAADTYMI
CFTR_HUMAN MQRSPLEKASVVSKLFFSWTRPILRKGYRQRLELSDIYQIPSVDSADNLS

* .
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! L | 1 1 i 1
........... MI KRYLQFVK-=-----PYKYRIFAT
--------- WQTIFKRLWTY I R-----LY¥KAGLVYVS
MQRSPLIEIKASYVSKLIFFSWTRPILRKGYRGRL[EIL S

Basic Local Alignment Search Tool, or BLAST

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktober - www.hegelab.org




Negyedleges szerkezet

Fehérje-fehérje dokkolas — rendkiviil nehéz feladat
(feliiletek leirasa, dinamika)

PISA - Protein Interfaces, Surfaces and Assemblies
Molecular Dinamics

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktdber - www.hegelab.org

Two-state model of protein folding

Gprou-r’n =H protein IS protein
~RTWK =AG,,,,, =
=AH protein +AH sobvemt T AH protein—solvent — TAS protein T. AS:ol\vsm

Mészaros B. PhD dolgozat PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org

Fehérje-fehérje kolcsonhatasok

Fehérje-fehérje kolcsonhatas modelljei

» Hidrofébicitas

> Elérhetd felilet (500-1500A2)

» Alak komplementeritas

» Aminosav preferenciak (4-8 atomi kontaktus)

> Evoluciésan konzervaltabb szakasz

A,G°=A H°-TA,S°

Mészaros B. PhD dolgozat PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org

» Lock-and-key
» Induced fit

» Conformational selection

A B C
lock and key induced fit conformational selection

Figure 2: modes of molecular recognition in folded protein complexes

Mészaros B. PhD dolgozat PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org




Rendezetlen fehérjék kolcsonhatasai

> 3000 A2

> Smaller regions: <100 a.a., 30 a.a.
» 70% are continuous segments

> hydrophobic-hydrophobic contacts

» higher conservation

Mészaros B. PhD dolgozat PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org

Rendezetlen kotorégiok joslasa

Rendezetlen régioban
1 bupper
S P = S biower = max(k-wy:1) and bipper = min(k+w;:l)
k2 j=bjgryer
Nem tudnak elegendé kedvezé kélcsénhatasokat kialakitani foldinghoz

) 20
EM =2 B, ff (w2)
j=1

Koétopartner jelenlétében viszont igen

20
glob _ > gaink __ pintk glob
E‘i° —Zijglob.j Ei _Ei —Ei
J=1

I, =p,S; + p,E™ + pEF™
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Az ANCHOR tréningje

anchor.enzim.hu
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Figure 5: Outline of the training of ANCHOR
Mészaros B. PhD dolgozat
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» Informatikai eszk6z6k — bioldgus szempontbal
adatbazisok
programok

programozasi nyelvek
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Adatbazisok I.
/ \

internetes

lokalis

el

Relacios (RDBMS) XML

Internetes adatbazisok elényei:

»Masok tartjak karban (frissités és annotalas)
»Mashol foglal eréforrasokat
> Altalaban tobb helyen elérhetd

(hardware hiba tolerans)

széveg-fajlok, stb.

Hatranyai:

»Masok tartjak karban
»Adott eszkoztar
»>Lassu elérés

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org

Adatbazisok II.

Lokalis adatbazisok:

> RDMBS
> fajlok

Elényei: Hatranyai:
lokalis > lokalis

Y VYV

» eréforras-igény
» hozzaértés-igény

gyors elérés
adott verzio (kézirat!)
.-akarmilyen” szoftverrel hasznalhaté

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktébe

- www.hegelab.org

Adatbazisok III.

ENE- ] 41 Databases ~ [Erter Text Here

EBIGroups | Training Industry About Us

Quick Search Query Form Tools Results Projects

Views [Herr]

= o

Search Options Available Databanks

[ Expand all [ Collapse all
1 Selectthe databanks
you want to search
[# Literature, Bibliography and Reference Databases
[¥ Gene Dictionarles and Ontologies
[¥ Nucleotide sequence databases
[# Nucleotide related databases

2.Enter your search terms
inthe Quick Search box, or
choose a query form from
below

Extended Query Forn O uniRef50 3
[+ Other protein sequence databases

'You can browse through
allthe entries in any databanks.

[= uniProt Universal Pra
Standard Query Forn Bl [@TniProtke [ UniProtkB/Swiss-Prot [ UniProtkB/TEMBL
=y

[= Protein function, structure and Interaction databases

‘Show databanks tookips: (X

UniRef100 [ UniRefoo

[ InterPro Matches Complete (7 UniParc InterPro Matches

NCBI, NIH
PubMed

[ interactor [ Interaction

http://srs.ebi.ac.uk

b and metabolic pathway databases

[ proOSITEDOC [ BLOCKS [ prINTS
O ptam-B O ptam-c [ PFAMHMM
Ls [ PFAMHMMFS [0 PFAMSEED @ proboM

D1997-2003 LION biosciance AG. All Rights Reserved.
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Programok

— T

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

— T

masok altal irt sajat kodolas

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber
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hegelab.org




drogramozasi nyelvek

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

= Olvashatosag, dokumentalhatésag

= Objektum orientaltsag

= Tobb fejleszt6: subversion vagy hasonlé megoldasok
= Egyéni szaj-iz

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktdber - www.hegelab.org

> Bevezetés — a fehérje dinamika és a szimulaciok jelentésége

> Fehérjék jellemzése bioinformatikai eszk6zokkel
Masodlagos szerkezeti mintazatok joslasa
Rendezetlen fehérjék
Funkcionalis régiok azonositasa
A harmadlagos és negyedleges szerkezet

» Informatikai eszk6z6k — bioldgus szempontbal
Adatbazisok
programok
programozasi nyelvek
operacios rendszerek

> Fehérjék dinamikajanak modellezése

Y

Fehérjék feltekeredésének szimulacidja
> Halozatok, gének, fehérjék, drogok
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Fehérje dinamika vizsgalata

Normal-médus elemzés Molekularis dinamika (MD)

= harmonikus potencial = valés potencialfeliilet

= analitikus mozgasegyenletek * mozgasegyenletek

= normal modusok id6-lépésenkénti numerikus megoldasa
= trajektoria

G

koordinata

trajektoria

o, frekvencia

X
©
8
T
&
k]

2

0

0
£4

9,

koordinata
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A ,force field”

E =W Ey+WoE. +W_E W

prot rep ' rep pair

+W

E

pair

E mbenv T "vhbond E hbond ~ E

mbenv ref

l\arommmm[ ZAGfxee . ZAGf,m 2\ o
Ey =—2 2 lmexp{—dh)‘ , +mew(—d”)‘,~ Lazaridis (2003)

4Tl

TABLE L Solvation Parameters®

Atom typest Volume  AG™®  AGIC  AHSTY  Acped Lazaridis (1999)
C 147 0.000 0.00 0.000 0.00
CR 83 —0.890 —-1.40 2.220 6.90
CHIE 237 —0.187 -0.25 0.876 0.00
CHZE 224 0.372 052 -0610 18.60
CH3E 300 1.089 1.50 —=1.779 35.60
CRIE 184 0.057 0.08 -0973 6.90
NH1 44 —5.950 —8.90 -9.059 —-8.80
NR 44 -3.820 —4.00 —4.654 —8.80
NH2 112 —5.450 -7.80 -9.028 -7.00
NH3 112 —-20000 -20.00 -25000 -18.00
NC2 112 —=10.000 -10.00 -12.000 -7.00
N 00 —1.000 -1.55 -1.250 8.80
OHI1 108 -5.920 -6.70 -9264 -11.20
o 108 -5.330 —-5.85 —-5.787 —-8.80
ocC 108 —=10000 -10.00 -—12.000 -9.40
S 147 -3.240 —-4.10 —4475 -39.90
SHIE 214 —2.050 —-2.70 —4475 -39.90

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktober - www.hegelab.org




Az MD korlatjai ~Események” idoskalaja

Length scale (m)

{10530 107 10° 10® 103 105
Chemical Small molecules Protein complexes
bonds and aggregates.
Proteins
1015 Chemical Quantum mechanical
. . <1 Escho simulations
id6 (CPU, valoés) :z
potencial kiszamolasa a sziik keresztmetszet o= | Molecular mechanics simulatons
. . Lz i s iC librations
numerikus integralas hibaja 10 Side-chain
10°° motions

fs-os integracios lépések
olddszer (explicit/implicit)
»,boundary condition”

Time scale (s)

V VYV V V V

TRENDS i Biotechnology

F. Ding and N.V. Dokholyan, TRENDS in Biotechnology, 23:450 (2005)
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Diszkrét Molekularis Dinamika (DMD) Egyszeriisitett (Coarse Grain) modellek

AT CG
50

A

100

—_—
50+
5
Lol g ol B
c PC
i

v Empirical -504
Lennard-Jones - JR—
-100 -100
3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 2 4 6 8
R(A) r,A

Figure 1. Atomistic (left-hand) and coarse-grained (right-hand) models .
compared for (A) a DPC molecule and (B) 2 GpA helix. Colors for atoms: Bond, Sansom' MARTINI

o

1
o
o

Interaction energy

wikipedia Ding, F., Dokholyan, N. V. PLoS Comput Biol 2:e85

Fehérjére pl. 2 bead vagy 4+ bead modellek

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org




Kettosréteg felépiilése a fehérj

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktober - ww

hegelab.org

PIP2 kotodése a Kir kalium csatornahoz

Biochemistry, Vol. 48, No. 46, 2009
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ATP Binding Cassette (ABC) fehérjék

NBD2

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - v

ggesztése

sejtmag
DNS

o
célfehérje A

drog
sejtindy
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';@ 9 d
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Fehérjék konformacidinak stabilitasa

Eur Biophys J (2008) 37:403-409

Ons 20 ns

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org

“alul-zart” holo “alul-zart” apo “alul-nyitott” apo
(+ATP) (-ATP) (-ATP)

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktdber - www.hegelab.org

Az alul nyitott apo szerkezet nem stabil

C,~RMSD [A]
o

—— mMDR3
Sav1866 ATP-ATP #1

0 20 40 60 80 100 120
t[ns]

Gyimesi et al. BBA 2012
PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org

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%

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org




Hidrofob aminosavak keriilnek felszinre

Alul nyitott apo szerkezet elemi cellaja

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

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org
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Zart-nyitott atmenet jellemzése molekularis dinamikaval

molekularis dinamika
trajektoriak

U

Esszencialis
dinamika

J

modus kivalasztas

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

M. Wiese modellje kollektiv mozgasok

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktober - www.hegelab.org

Zart-nyitott atmenet

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org




Bevezetés — a fehérje dinamika és a szimulacidk jelentésége
Fehérjék jellemzése bioinformatikai eszkzokkel
Informatikai eszk6z6k — biolégus szempontbdl

Fehérjék dinamikajanak modellezése

Fehérjék feltekeredésének szimulaciodja

YV V.V V V V

Halozatok, gének, fehérjék, drogok

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktdber - www.hegelab.org

szabad energia

Fehérje feltekeredés

TSE

reakcié kordinata

Levinthal paradoxon

nukleacio

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org

Fehérje stabilitas I.

Konformacios stabilitast elésegitik:

= Hidroféb kolcsonhatasok

= Intramolekularis H-hid kétések

= Intramolekularis ionos kdlcsonhatasok

= Intramolekularis van der Waals kélcsonhatasok
= Intramolekularis diszulfid hidak

Destabilizal6 tényezok:

= H-hid az oldészerrel

= Van der Waals kdlcs6nhatas az oldoszerrel
= Az ionos csoportok szolvatacioja

= entrépia

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktdber - www.hegelab.org

A fehérje stabilitas nem ér el maximalis értéket.

Erre utalnak:

termofil baktériumok fehérjéi;
igen stabil, tervezett fehérjék.

Fehérje stabilitas I11I.

Ennek okai lehetnek:
az evolucié nem igényel stabilabb fehérjét mint a funkcié 6nmaga;

a fehérjéknek le is kell bomlaniuk;
a funkciohoz flexibilitas sziikséges.

Folding szimulaciok soran mi az abszolut energiaminimumot
(maximum stabilitast) keressiik.

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org
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Fehérje feltekeredés szimulaciéja - 1.

All atom force-field:

Potencial fliggvény szamolasa eréforrasigényes
Reprezentativ konformacios mintavételezés problémas
Umbrella sampling, replica exchange.
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Fehérje feltekeredés szimulacigja - II.

Coarse grained, Go-model:

= Egyszerii, szerekezetbdl szarmaztatott, nem atvihet6 potencial fliggvény
= Egyszeriisitett fehérje reprezentacio

CFTR NBD1 : 4+ bead model
Serohijos et al. 2008 PLoS Computational Biology, 4:e10000008

Energy (z)

S o7
-300 Tomporature (¢ KE)
==NBD1-WT
-+NBD1-AF508
=500 ==NBD1-F508A
-700

03 04 05 06 07 08 09 10
Temperature (e/ks)
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Koztes allapotok ko6zotti atmenetek jellemzése

NBDI-WT &N
& ¢ &
p o \n,
~ Y p*)
&S s M 'y
$10 9 s7 85
L% " S(;V G‘VM 5’:
54 s3 2 §1 (native)
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Bevezetés — a fehérje dinamika és a szimulaciok jelentésége
Fehérjék jellemzése bioinformatikai eszk6zdkkel
Informatikai eszk6z6k — biologus szempontbdl

Fehérjék dinamikajanak modellezése

Fehérjék feltekeredésének szimulacioja

YV V.V V V V

Halozatok, gének, fehérjék, drogok
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Halozatok - fehérje halézatok

> Rendszerbioldgia
> Fehérjék-fehérjék kdlcsonhatasi halézata
> Gének-fehérjék-drogok kdlcsonhatasa

> Kapcsolatok aminosavak mozgasaiban

Csermely P. et al. 2012, http://arxiv.org/abs/1210.0330
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Halézatok és gydgyszertervezés

‘chemical compnun d
networks (3.1) network data

assembly and
protein structure ( prediction (2.2
networks (3.2) \‘
Proteln-protein \"/ network structure
interaction nelworks analysis (2.3) '

,,,\\»’

dynamics (2.5)
metabolic

network view of drug action

classic view of drug action

‘ mmmmp therapeutic effect

> side effect

therapeutic effects
>+ side effects

PPKE - bionika kurzus, 2012. oktéber - www.hegelab.org

Network assembly
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Goh et al., PNAS 2007, 104, 8685-8690
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Hal6zatok szerkezete

inter-
modular
hub

module A

’

module B bottleneck
y nested onion
rich club eyl s
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Fehérje-fehérje kolcsonhatasi haloézatok

A sejt vegyvédelme (sejtszintii immunitas)

domain-domain effect of
interaction network domain A2
representations inhibition

a)B2)A) & @A)
.m‘;’r‘;iilzn"a‘;‘ti&';,k @ @@ @@ @@ @@ @@

connected network

disconnecfed network
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CYPs, other enzymes
v A .
Phase 0 Phase | Phase Il Phase llI @ @ .

CYPs transferases

X-OH 7—— GS-X — GS-X

¥ GSH, PAPS,

"4 UDPGICUA
CYPs other enzymes

o ® 9

multi-target drugs
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Adatbanyaszat
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