Feherjek szerkezete ¢és dlnamlkaja Nevezzen meg két okot, ami indokolja,

hogy az MRI moédszert elsésorban a
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Fehérjék szerkezetének és dinamikajanak jelentésége

Atomi szinti informaciét ad mozgasokrol.

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

Kisérletes médszerek altalaban nem
szolgaltatnak kézvetlen informaciét az
atomi szinti torténésekrol .

37°C-on, oldatban nem egy szerkezet létezik, (pl. EPR, Xlinks: nem, de NMR: igen)

hanem egy konformacioés sokasag.




Masodlagos szerkezeti elemek predikciéja

Megoldott szerkezetekbdl minden aminosavra meghatarozott

helix, p-redé, coil formalé hajlambél 60 %
» Fehérjék szerkezetének in silico jellemzése

> Fehérjék dinamikajanak modellezése Ezek kombinalasa szekvenciak illesztésével 70-80 %
» Fehérjék feltekeredésének szimulacidja

> Egy osszetett modellezés az ABCG2 fehérjén bemutatva
Megvalositasi lehetéségek:
= neuralis halézatok,

= support vector machines,

= rejtett Markov modellek, stb.

Megbizhatésagi érték minden poziciéra

GORA4, HNN, Prof, JPred/JNet
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Rendezetlen fehérjék 1

Intrinsically Disordered Proteins

Becslések alapjan a fehérjéknek akar 25 %-a rendezetlen lehet. Miért jo? Specifikus és adaptalodo
Rendezetlen/rendezett reverzibilis atmenete
Komplexitassal né a rendezetlen fehérjék aranya Nagy kotéfeliilet
Az emberi fehérjék felében van min. 30 a.a. hosszu rendezetlen szakasz Gyors kotés
Nem teljesen random. PI. hidroféb aminosavak klaszterezédése Mire j6? Entrépikus lanc: K+ csatorna inaktivalasa
Effektor: peptid inhibitorok
Strukturalisan igen flexibilisek. Scavangers: kazein
Osszeszerelédés: calmodesmon, F-aktin
Nincs kompakt globularis hajtogatédas, rezidualis szerkezet. Bemutatoé feliilet: foszforilacios és proteolitikus helyek

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

BME MSc-Biofizika kurzus, 2016. - hegelab.org BME MSc-Biofizika kurzus, 2016. - hegelab.org




Rendezetlen fehérjék III.

Harmadlagos szerkezet joslasa

A rendezetlenség joslasa

— S~

Tanulé algoritmusok Kolcsonhatasi energiak becslése
PDB-ben el6fordulé
fehérjék iaja alapjan
Disopred2 IUPred.enzim.hu

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

Tompa Péter — Briisszel és MTATTK
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Homologia modellezés I.

» Templat keresés W

o < o Lol BLOSUM (BLOcks of Amino Acid SUbstitution Matrix) matrix|
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Ab initio folding

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

Homolégia modellezés

= feltételezi: konzervalt szekvencia == konzervalt struktura

= >30% hasonlésag
= Osszeillesztés j6saga a meghatarozé

BME MSc-Biofizika kurzus, 2016. - hegelab.org

Homoloégia modellezés II.
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forras: SBCB, Oxford, UK




Szerkezet meghatarozas - Rontgen krisztallografia
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a b ~ Crystals of membrane
proteins growing in the
lipidic mesophase.
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Szerkezet meghatarozas - ,,single particle”

Cryo-electron microscopy

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
a magnified image on the detector, from Tay/
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.

Membranfehérjék nanodisc-ben

T Kawai et al./FEBS Letters 585 (2011) 3533-3537

INWARD, OPENED QuIwArD, CLOSED
1-50A
1
NBD

Figure 1 Model of nanodiscs with incarporated rhodapsi
Biue: membrane scaffold protein; gray: phospholipid bilaye:,
green: rhodopsin. The model was adapted from Nath et al.
(2007a).

Szerkezet meghatarozas - ,,single particle”

Nature. 2015 Jul
30;523(7562):561-7.

Crystal structure of
rhodopsin bound to
arrestin by
femtosecond X-ray
laser.

» Fehérjék szerkezetének in silico jellemzése

» Fehérjék dinamikajanak modellezése

» Fehérjék feltekeredésének szimulacioja

> Egy Osszetett modellezés az ABCG2 fehérjén bemutatva




Fehérjék dinamikajanak vizsgalata

Normal-médus elemzés

= harmonikus potencial
= analitikus mozgasegyenletek
= normal modusok
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Molekularis dinamika (MD)

= valés potencialfeliilet
= mozgasegyenletek

id6-lépésenkénti numerikus megoldasa
= trajektoria

trajektaria

koordinatak

> idé (CPU, valés)
> ial kiszamolasa a sziik ker

> fs-os integrécios lépések
» numerikus integralas hibaja

» ,boundary condition”

Diszkrét Molekularis Dinamika (DMD)
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Ding, F., Dokholyan, N. V. PLoS Comput Biol 2:e85
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Figure 1. Atomisiic (lefi-hand) and coarse-grained (right-hand) models
compared for (A) a DPC malecule and (B) 3 GpA helix. Colors for atoms:
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Sansom, Oxford University
Marrink, Groningen, MARTINI force field




Kettosréteg felépiilése a fehérje koré

ATP Binding Cassette (ABC) fehérjék

A multidrog-rezisztencia és felfiiggesztése

Fehérjék konformaciéinak stabilitasa

Eur Biophys J (2008) 37:403—409
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ABC fehérjék konformacioi

(+ATP) (-ATP)

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

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%

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

Hidrofob aminosavak keriilnek felszinre




Alul nyitott apo szerkezet elemi cellaja

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

Fehérje feltekeredés

Levinthal paradoxon

TSE nukleacio

szabad energia

reakcio kordinata

BME MSc-Biofizika kurzus, 2016. - hegelab.org

» Fehérjék szerkezetének in silico jellemzése

» Fehérjék dinamikajanak modellezése

» Fehérjék feltekeredésének szimulacidja

» Egy Osszetett modellezés az ABCG2 fehérjén bemutatva

Konformaciés stabilitast el6segitik:

= Hidroféb kdlcsonhatasok

= Intramolekularis H-hid kotések

= Intramolekularis ionos kdlcsénhatasok

= Intramolekularis van der Waals kélcsénhatasok
= Intramolekularis diszulfid hidak

Destabilizal6 tényezék:

= H-hid az oldészerrel

= Van der Waals kdlcsonhatas az oldészerrel
= Az ionos csoportok szolvatacidja

= entropia

BME MSc-Biofizika kurzus, 2016. -

hegelab.org




Fehérje stabilitas II.

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

BME MSc-Biofizika kurzus, 2016. - hegelab.org

Rendezetlen fehérjék rendezettsége

PreSMo: Prestructured Motif

BME MSc-Biofizika kurzus, 2016, - hegelab.org

Fehérje feltekeredés szimulac

All atom force-field:
Potencial fliggvény szamolasa eréforrasigényes
Umbrella sampling, replica exchange.
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PreSMo joslas 1.
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Az ABCG2 modell A Q141 helyzete




Molekularis Dinamikai (MD) szimulaciék

» Az ABCG?2 fehérjét membran kettésrétegbe helyeztiik (POPC)

» Az a.a. oldallancok, lipidek és vizmolekulik elhelyezkedésének
optimalizalasa:

- energia minimalizacié

- egyensiilyba hozas (6 db parhuzamos)

- minimalis gerinc-mozgas (position constrains)
» Production run

- no constraints

-50 ns x 6 =300 ns;

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

A Q141K hatasa a 141/382 (NBD/TMD) kapcsolatra

ABCG2 WT, chain B, residues 141 and 3;8_2
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Q141K csere hatasa a 141/158 kolcsonhatasra
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