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Feheérjék szerkezetének és dinamikajanak jelentosege

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

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



Szamitogepes modellezés jelentosége

Atomi szintl informaciot ad mozgasokrol.

Kiserletes modszerek
altalaban nem szolgaltatnak
kozvetlen informaciot az atomi szinta torténésekrol.
(pl. EPR, Xlinks: nem, de NMR: igen)



Membranfehérjek szerkezeti modellezese

> Kisérleti adatok alapjan
> Homoldgia modellezés

» ,Threading” vagy "fold recognition”



Szerkezet meghatarozas — Rontgen krisztallografia
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Szerkezet meghatarozas — cubic phase

monoolein/water
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™ Crystals of membrane
proteins growing in the
lipidic mesophase.

(a) bacteriorhodopsin

(b) light-harvesting complex Il

(c) adhesin/invasin OpcA

== (d) vitamin B12 transporter

: BtuB

~ (e) human B2 adrenergic

' receptor-T4 lysozyme
chimera

(f) carbohydrate transporter
from Pseudomonas



Szerkezet meghatarozas — ,single particle”

Free Electron Laser (FEL)

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

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



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 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.




Membranfehérjek topologiaja
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Bakos et al. JBC 1996

CFTR topoldgiaja kisérletekbdl ismert
Chang et al. ] Biol Chem. 1994 Jul 15;269(28):18572-5

Kisérletes topologia meghatarozasi modszerek:
* tag — felismerés
* Cys hozzaférhetGség



Membrantopologia €és TM hélixek predikcioja
szekvencia alapjan

pl. CCTOP.enzim.hu

» Szekvencia alapjan
» TMH és mas részek kozott mas az aminosav eloszlas
> Biologiai tudas figyelembevételének lehetosége

» Tobb prediktor integralasa



TM hélixek predikcioja szerkezet alapjan

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

TMDET PPM
PDBTM OPM MemDProtMD




Membran mimetikumok / membrane mimetics

Vezikula Micella

Hydrophilic head D '

Agueous . ‘ At
i solution

~Hydrophilic head

Bicella Nanodisc Amphipol




Membrane embedment data is Iin the
electron density maps

CFTR (PDBID: SUAK) EMD

L

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

filter —s0]
smooth oo
) sum oo
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http://memblob.hegelab.org



Homologia modellezés 1.

» Templat keresés Mo
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Homologia modellezés II.

_ <— Valine ) & Glutamine Change in
Rotamer
Amino acid Energy
. Substitution_ Minimisation
Template Structure Initial Model (*.ini) Output Model(s) (*.B999%)

forras: SBCB, Oxford, UK



Van szerkezet, mozgassuk meg!



Molekula dinamika/Molecular dynamics

= valos potencialfeliilet
* mozgasegyenletek

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

Baker (2007)
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TABLE I1. 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
CRI1E 0.057 -0.410 O —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




,Események” idoskalaja

Time scale (s)

Length scale (m)
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Chemical Small molecules Protein complexes
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1013 Chemical Quantum mechanical
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i motions

TRENDS in Biotechnolegy

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




Egyszertsitett (Coarse Grain) modellek

SRE;

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:

Sansom, Oxford University
Marrink, Groningen, MARTINI force field



PIP2 kotodése Kir kalium csatornahoz

Biochemistry, Vol. 48, No. 46, 2009
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NBD

ATP Binding Cassette (ABC) fehérjek

NBD2



A multidrog-rezisztencia és felfiiggesztése

fehérje
ATP
sejtmag i
DNS ADP+P; rog
‘C)’ MDR

célfehérie A fehérje

sejtinay
DNS

célfehérie Lu




Feherjék konformacioinak stabilitasa

Eur Biophys J (2008) 37:403-409

0ns 20 ns



ABC feherjék konformacioi (Type I)
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Az alul nyitott apo szerkezet nem stabil
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Gyimesi et al. BBA 2012



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%




Hidrofob aminosavak keriilnek felszinre




Alul nyitott apo szerkezet elemi cellaja

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




ABCG alcsalad - Type II

Type I +ATP ABCG5-ABCGS




Az ABCG2 modell




ABCG2 structures

K. Locher, ETH, Zurich




A Q141 helyzete




Molekula Dinamika (MD) szimulaciok

» Az ABCG2 feherjét membran kettOsrétegbe helyeztiik (POPC)

» Az a.a.oldallancok, lipidek és vizmolekulak elhelyezkedésenek
optimalizalasa:
- energia minimalizacid
- egyensulyba hozas (6 db parhuzamos)

- minimalis gerinc-mozgas (position constrains)

> Productionrun
- No constraints

-50 ns x 6 =300 ns;

» WT és variansok 0sszehasonlitasa
(pl. Q141K, R482G)



Q141K csere hatasa a 141/158 kolcsonhatasra
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Ca distance, A
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A Q141K hatasa a 141/382 (NBD/TMD) kapcsolatra
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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)




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




A koleszterin-hatas
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MD szimulaciok POPC:CHOL membranban
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A koleszterin el6segiti a transzportot megel6z0 zarodast
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altozasa
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A drog-




bek dinamikus valtozasa

144

A drog-koto zse




A transzport leirasa egyensulyi szimulaciokkal




A transzport leirasa egyensulyi szimulaciokkal




A transzport leirasa egyensulyi szimulaciokkal




A ,exit” jellemzése metadinamikaval




A ,exit” jellemzeése metadinamikaval
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SARS-CoV-2

» SARS-Cov  sok adat, szekvencialis és szerkezeti hasonldsag,
homologia (modellezés)

> Nagy eroforras raforditas mar most rengeteg (szerkezeti) adat

> Kezelési megkozelitések:
- passzivimmunizalas
- immunizalas
(allatok immunizalasa tesztrendszerek fejlesztéséhez)

- gyogyszerfejlesztés
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SARS CoV-2, E protein

E protein




Osszefoglalas

Fehérje szerkezet

Fehérje dinamika
Szamitasos modszerek igen fontosak
Fehérjék mikodésének és mutaciok hatasanak megismerése

Gyodgyszertervezés

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



