Fehérjék szerkezetének és dinamikajanak jelentésége

A betegség molekularis szintii oka?
Elm él eti m 6 dszerek A gyoégyszer-koto zseb alakja?

lipidek és membranfehérjék tanulmanyozasara

Hegediis Tamas 37°C-on, oldatban nem egy szerkezet létezik,

tamas@hegelab.org hanem egy konformacioés sokasag.

MTA-SE Molekulari
SE Biofizikai

S L - vz Membranfehérjék szerkezeti modellezése
Szamitogepes modellezés jelentosege

Atomi szintii informaciét ad mozgasokrol. > Kisérleti adatok alapjan
» Homologia modellezés
» ,Threading” vagy ”fold recognition”
Kisérletes médszerek altalaban nem
szolgaltatnak kozvetlen informaciét az
atomi szintii torténésekrol .
(pl. EPR, Xlinks: nem, de NMR: igen)



Szerkezet meghatarozas — Rontgen krisztallografia Szerkezet meghatarozas — cubic phase
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Cryo-electron microscopy

a) bacteriorhodopsin
b) light-harvesting complex Il
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Ewen Callaway, Nature | News Feature
The revolution will not be crystallized: a new method ps through str biology, 09 September 2015




Szerkezet meghatarozas - ,single particle”
Free Electron Laser (FEL)

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.

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

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

Szerkezet meghatarozas - ,teljes sejt”

Free Electron Laser (FEL)

Free Electron Laser (FEL)

Synthetic
X-ray Nomarski image

Diffracton pattern Reconstruction

Common X-Ray
Tools

Nat Commun. 2015 Feb 11;6:5704. doi: 10.1038/ 704.



Membranfehérjék nanodisc-ben

Homologia modellezés I.

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

INWARD, OPENED OUTWARD, CLOSED

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

Homologia modellezés 11.

» Templat keresés A
» Szekvencia illesztés
» Modellezés )
» Energia-minimalizalas |:
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Membrantopologia és TM hélixek predikcidja

CCTOP.enzim.hu

Szekvencia alapjan

TMH és mas részek kozott mas az aminosav eloszlas
Bioldgiai tudas figyelembevételének lehetésége
Tobb prediktor integralasa

Y VYV

TMDET.enzim.hu

» Szerkezet alapjan

» ,water accessible area”
lipid kettésréteg lehetséges helye
pontozas - fitnesz fiiggvény

Tilting and localization in a bilayer
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Localization and tilting in a bilayer

Molecular dynamics

Molekularis dinamika (MD)

= valés potencialfeliilet
= mozgasegyenletek

id6-lépésenkénti numerikus megoldasa
= trajektoria
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A ,force field”

~Események” idéskalaja

Baker (2007) Length scale (m)
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TABLE IL 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
CHIE -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
CRIE 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

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

A membran fluiditasa, fazisatmenetei

1. Hémérséklet
2. Osszetétel

» lanchossz
» cisz-kotések
> koleszterin
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Lipid struktirak osszeszerelédése

Molecular d i i i of
glycocholate-oleic acid mixed micelle assembly.
Biochemistry, Vol. 48, No. 46, 2009 1

Langmuir 2010, 26(7 ), 4687-4692
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Figure 1. Chemical structures of the four common bile salts:
late, holate, and cholate.
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ATP Binding Cassette (ABC) fehérjék

sejtmag

DNS O
célfehérje A

PIP2 kotodése Kir kalium csatornahoz

sejtl‘. &g
DNS

’ jrog
célfehérje A .




Fehérjék konformacidinak stabilitasa ABC fehérjék konformacioi

Eur Biophys J (2008) 37:403—409

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

rendszer megtartott
12 hélixtartalom
i Sav1866 o
. ATP/ATP #1 90.04%
a
20 hMDR1 holo | 91.84%
S a
, hMDR1 apo 64.30%
—— mMDR3
o Sav1866 ATP-ATP #1
0 20 40 15.21 80 100 120 mMDR3 63.13%

Gyimesi et al. BBA 2012




Hidrofob aminosavak keriilnek felszinre Alul nyitott apo szerkezet elemi cellaja

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

Események modellezése

molekularis dinamika
holo trajektoriak

ﬂ

Esszencialis
dinamika

U

modus kivalasztas

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

» Hogyan torténik meg az atmenet
az ,alul-zart” konformaciobdl az ,,alul-nyitott” konformaciéba?

PI. targeted MD

hMDR1 homologia modell @
kollektiv mozgasok



. . . ABCG alcsalad - Type 11
Zart-nyitott atmenet

Type | +ATP ABCG5-ABCG8

Az ABCG2 modell A Q141 helyzete




Molekularis Dinamikai (MD) szimulaciok Q141K csere hatasa a 141/158 kolcsonhatasra

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

> Az a.a. oldallancok, lipidek és vizmolekulak elhelyezkedésének
optimalizalasa:

- energia minimalizacié
- egyensilyba hozas (6 db parhuzamos)

- minimalis gerinc-mozgas (position constrains) i
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A Q141K hatasa a 141/382 (NBD/TMD) kapcsolatra Az R482G altal okozott valtozasok

WT > R482G
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Drogkoto helyek vizsgalata in silico dokkolassal

Drogkoto helyek vizsgalata in silico dokkolassal

AutoDock Vina

» Fix fehérje, flexibilis ligand
» Tobb konformacié (6 db, egyensilyba hozott)
> Doboz; ligand odaprébalasa nagyon sokszor (ebbdl 20/futas)

Drogkoto helyek vizsgalata in silico dokkolassal
AutoDock Vina

Fix fehérje, flexibilis ligand

Tobb konformacié (6 db, egyensiilyba hozott)

Doboz; ligand odaprébalasa nagyon sokszor (ebbdl 20/futas)
Mindent oda lehet dokkolni... ezért szubsztrat + nemszubsztrat

(6 ABCG2 konformacio) * (20 pozitira) * (3 parhuzamos) *

YV V V YV V

(25 szubsztrat + 14 nem-szubsztrat) = 14 040 pozitira

» Poziturak klaszterezése

AutoDock Vina

» Fix fehérje, flexibilis ligand
» Tobb konformacié (6 db, egyensiilyba hozott)
> Doboz; ligand odaprébalasa nagyon sokszor (ebbdl 20/futas)

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

methotrexate rhodamine123 calcein

Drogkoto helyek vizsgalata in silico dokkolassal

verapamil flavopiridol
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Cisztas fibrozis, CFTR fehérje
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