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Globularis fehérjék szerkezeti szintjei

Harmadlagos szerkezet:
Els6dleges szerkezet (=szekvencia): a molekula 3D-szerkezete
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A polipeptidlanc lokalis

Masodlagos szerkezet: .
konformacioja

Hurkok vagy kanyarok
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Hidrogen kotes

Hidrogenkotes (hidrogenhid) a molekulaban
kotott H-atom hozza letre a kotest egy masik
molekula nagy elekronegativitasu atomjaval
(F, N, O), vagyis egy hidrogenatom létesit
kotest ket masik atom kozott.

Hydregan bond
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Viz molekula

van der VVaals felszin
oxigén atom

van der Waals sugara =
1,4 A

az O—H kovalens
kotés hossza =
0,958 A

hidrogén atom
van der Waal sugara =
12A

polaris, dipélus momentuma
1,85 Debye

Hidrofob effektus: entrépikus tényezok dominalnak



Hidrofobicitas

Hidroféb
aminosavak

Hidrofil aminosavak

Izolalt fehérje A fehérje vizes kozegben



Feherjeket stabilizalo kolcsonhatasok
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Mieért erdekes a fehérjek
térszerkezete?

A funkcio nagyban fugg a fehérje alakjatol

# Bioldgiai folyamatok atomi szintl megértése
(DNA, RNS, enzimek, hormonok, receptorok)

#l Betegségek molekularis alapjainak megértése
# Gyogyszertervezeés, fehérje-gyogyszer kolcsonhatas

*  Nem tudja: pl. kotés er6sséget



Térszerkezet meghatarozasi
modszerek

" Rontgenkrisztallografia
" NMR

" EM (elektron mikroszkopia)



refinement

Rontgenkrisztallografia

* crystal

diffraction
pattern

electron
density map

atomic
1 model

Figure 4: Lefl: Structure determination by X-ray crystallography. Work by Bragg and others
connecied spols on diflraction pattern with arrangement of atoms in the crystal to solve
simple structures like salis. Work by Perutz, Rossmann, and Blow allowed automated
processing of crysial data to solve complex structures. Right [top): typical protein crystal,
less than one millimeter in size; Right (bottom): protein crystal dilfraction paitern

X-ray:

- Arontgensugarak hullamhossza
rovid (ca. 1.5 A), ez kell ahhoz,
hogy az atomok kozatti kis
tavolsagokat mérni tudjuk

- elektron slriseéget ad, amibe
bele kell illeszteni a modelit

- krisztallizacios artefaktumok
-nem fiziolégias korulmények

- Hidrogének nem latszanak



NMR

'H-NMR (Proton Nuclear Magnetic Resonance)
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collection .
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‘3G=22.§ ppm
'H chemical shift (ppm)
purified, labeled protein NMR spectrometer _ resonance assignment and protein structure
internuclear distance measurement
- oldatban
- altalaban egy szerkezeti sokasagot ad vissza, amelyek kielégitik a
kényszereket

- csak kis molukulak vizsgalhatoak
- kevésbé pontos modell
- flexibilisebb fehérjékre is alkalmazhato



Number of structures

10,000 4 —— X-ray crystallography =—— NMR —— Electron microscopy
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Cryo-EM (atomi felbontassal)
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Structural View of Biology 5
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Author Profiles

Full Article
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Protein Structure Initiative Featured System

Viroporins
Viruses always seem to find streamlined ways of doing things. Their enzymes are often
multifunctional and more compact than their cellular counterparts, and overlapping genes allow
them to pack a lot of genetic information into a small space. They have also found a very
parsimonious way of creating membrane channels. These simple channels, termed viroporins, are
stripped to the bare minimum, with just enough maolecular machinery to perform their membrane-
spanning function.
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http://www.rcsb.org/

A .pdb faljformatum

A fehérje adatbazis (Protein Data Bank) fajl formatum
egy text formatum, ami az adatbazisban talalhato
molekulak terszerkezetét irja le.

" Afehérjék és nukleinsavak térszerkezetének leirasa és
annotacioja, beleertve az atomi koordinatakat, oldallanc
rotamereket, masodlagos szerkezeti elemeket és atomi
konnektivitast.

" A szerkezetek gyakran tartalmaznak egyeb molekulakat is,
mint viz, ionok, ligandumok, stb. Ezek is megadhatoak pdb
formatumban.

A formatum leirasa:
http://www.wwpdb.org/documentation/format33/v3.3.html



PDB ID: azonositdé kod

A Protein Data Bank-ben minden atomi koordinata fajlhoz tartozik egy egyedi
azonositd kod, ami pontosan negy karakterbdl all. Az els6 karakter mindig
szam, a kovetkez6 harom karakter lehet szam vagy betu.

Tobb, mint 400,000 4-jegyt PDB azonosité kod lehetséges (419,904 vagy
466,560 ha "0" is lehet az elsd karakter). Jelenlegi kb 120.000 bejegyzés
van

Példak:

* 1mbn - a 1973 az els6 fehérje térszerkezeti modell, a myoglobin

* 1tna - a 1975 éleszt6 phenylalanine transfer RNS, az els6 RNS szerkezet
* 1bna - az els6 B-formaju DNS kett6s hélix egy teljes csavart tartalmazé

rontgen szerkezetét 1980-ban oldottak meg, ( 27 évvel korabbi
1953-as Watson & Crick elméleti modeljét megerdsitve )
* 2hhd - human hemoglobin, (deoxy form)
* 9ins - insulin
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DNS vs Fehérje




Feheérje szerkezetek
megjelenitese

1. PDB koordinata fajl

f L

2. Vizualizacios program

Pl: Rasmol, Pymol, Chimera,
VMD, Jmol, Swiss PDB viewer
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Modell

Minden fehérje szerkezet modell! A szerkezeteket a kisérletekbdl nem direkt
modon hatarozzak meg, hanem az osszegydujtott adatokbdl olyan modellt
generalnak, amely minél inkabb osszhangban van az adatokkal.




Felbontas (X-ray)

* Jellemezi, hogy mennyire bizunk
meg az egyes atomi koordinatdkban

Nagyon alacson:<4A
Az egyedi koordinatak nem
¢rtelmezhetdek
Alacsony: 3.0-4.0.0A
Fold felismerhetd
Atlagos: 1.8-3.0A
Szerkezet nagy része korrekt,
de vannak benne rossz rotamerek,
felszini loopok konforméacidja nem
megbizhat6
Jo: 1.0 — 1.8A
Atomi szintii: >1.0A

A felbontas pozicionkeént valtozik!



Szerkezetek minoség jellemzése

Vart eloszlas :
Kismolekulak alapjan
Ismert, j6 felbontasu szerkezetek alapjan

Lehetséges paraméterek

Kotéshosszak, kotésszogek megfeleld volta

Ne legyenek atom-atom utkozesek

Eltemetett amidcsoportok tobbsége H-kotésben legyen

F6lanc konformaciods tulajdonsagai alapjan



A feherje folanc konformacioja

R H
N-terminalis / - 1 C-terminalis
«— —

H H
1 Torzids szbg A feherjekben az aminosavak
l\ > bramutatd firdsévl molekulagerincének @ és y
2—F . oD elentéres () torziés szogei nem vehetnek

fel akarmilyen ertékeket,

vannak preferalt konformaciok.
[ N
N-Ca koruli szog: phi
v
Ca-C' koruli szog: psi



Ramachandran plot

A két torzios szoget

koordinatarendszerben
szogparokat.

Y-koordinataként hasznalva a kapott
abrazolhatijuk az egyes aminosavaknak megfeleld

180

Altalaban a glicin és prolin aminosavak nem
szerepelnek a térképen, ezek konformacios
preferenciai ugyanis egyediek. Mint az varhato,
az a-hélixeknek és a p-szalaknak megfelelo
regiokba esik a legtobb aminosav, de a
hurkokban és kanyarokban Iév6k tobbseége is a
megengedett tartomanyokon belul van.



A masodlagos szerkezeti elemeket
hidrogen hidak stablilizaljak




Az o helix (jobb kezes)
A globularis fehérjék kb 30%-a

5-40 aminosav hosszuak
(atlagosan 10)

Bar az egyes H-kotesek
onmagukban viszonylag gyengek,
a helix stabilitasahoz jelentosen
hozzajarulnak.

Egy adott peptid a-hélix képzo
hajlama a szekvenciatol fugg

a helix



A B lemez konformacio

A globularis feheérjék kb
30%-a

A szalak egymas mellett
helyezkednek el, 5-10
aminosavbol allnak

A szalak H-kotéssel
kapcsolédnak egymasok.

Az egyes aminosavak eltero
B lemez-keépz6 hajlammal
rendelkeznek

;F""\‘ 5
c] g iy d} q el
4 3 .
- ¢ WY
: ‘.L-’- &‘-—é’;‘; " / “"-_'ll‘ "--
' g = -
— =, § v I,p"'"
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U
antiparallel B-sheet parallel B-sheet

“@829 ”Q%
Side view %3939 g%ggc
B85 9



Loop-ok es kanyarok

Altalaban hidrofil jelleggel
rendelkeznek. A fehérje kulso
reszen fordulnak eld, a vizzel
és mas molekulakkal
alakitanak ki H-koteseket

Gyakran alakitanak ki
kotOhelyeket, illetve aktiv
helyeket enzimekben illetve
receptorokban.

Az egyes aminosavak eltero
loop-kepzo hajlammal
rendelkeznek



Masodlagos szerkezet meghatarozasa

Alapulhat:
Hidrogen kotés mintazat
Dihedral szogek

Automatikus meghatarozas algoritmusokkal
DSSP
STRIDE

3 (alpha, beta, coil)
vagy tobb kategoria ( pl. turn, mas tipusu hélixek)

Nem egyeznek meg 100%-ban



A fehérje belseje szorosan pakolt




Az aminosavak elhelyezkedeése

Az aminosav oldallancok polaritasuk szerint helyezkednek el

® Az apolaros aminosavak a fehérje belsejében (Val, Leu, lle, Met, & Phe)

® Atoltott aminosavak (Arg, His, Lys, Asp, & Glu) a fehérje felszinén
vannak

® A nem-toltott polaros aminosavak (Ser, Thr, Asn, GIn, és Tyr) altalaban a

felszinen vannak, de lehetnek a fehérje belsejében is, ebben az esetben
H-kotésekben vesznek reszt



Domének

Szamos fehérjében elkulonithetok viszonylag kompakt
szerkezeti egységek




Domének

Kompakt, onmagukban 1s globularis jellegli szerkezeti egységek.

A domének a fehérjek epitokovel
Altalaban egy adott funkcioért felelések

Kiilonb0z06 biologial kontextusban is elofordulhatnak




Adaptor

Scalfolds

Kinases

Phosphatase

Ras Signalling

Transcription

Ubiquitination

Cyloskeletal Regulation

Signal Regulation

Phospholipid Second
Messanger Signaling

SH2 domén

Fps

4‘_—|—°—‘ m RasGAP — RasGAP
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A feherjek dinamikus molekulak

X-ray NMR
B-faktor Szerkezeti variabilitas




Hianyzo szerkezetek

Hianyz6 szegmensek a fehérje NMR structures nagy szerkezeti
szerkezetekben variabilitassal



Rendezetlen feherjek

Onmagukban nem alakitanak ki jol definialt térszerkezetet
nativ(szerd) korulmények kozott

Human p53



Membran feheérjek

Outside Carbohydrate Proteins

J S5k 22 A Fontosak:
Ay e T 1}_\.-1":,'.\ = u
oy '-).4-\ “L\,
BES S AN AR S
; :__(-\_("f;’. 5 /4'.}_'_'\,- T
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YRRARY SR Energia termelés
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T 'uz . Transzport
: 26% Sejt-sejt kapcsolat

Inside N ..
> - B e : Jelatvitel
- J Fatty aci ’
Membrane- % | j th -
, or preny - b} .
spanning J] eroup Lipid 14
o helix bilayer 1 ’ ,
eesll Ui Gyogyszercélpont
A ! |
Integral Y J The known structures of transmembrane proteins belong to two
membrane classes, based on their transmembrane secondary structure.
protein ’\u{

Peripheral membrane protein

THE CELL, Fouwrth Edition, Figure 2.25 © 2008 ASM Press and Sinauer Asscciates, Inc

a-helical Bundles p-Barrels

Example Bacteriorhodopsin (PDB 1AP9) Example: Matrix Porin (PDB 10MF, Subunit)




TM feherjek szerkezet
meghatarozasa

Glycosylation Long loop

. R{“’{}%': Cell membrane

Wi
lExtractmn
Flexible region
Cell
L C,
Membrane protein
» Protein — Detergent
enginearing
» Removal of glycosylation,
M l C long loops and flexible M
regions L
Crystallization » Detergent optimized (Detergent
exchange) PDB
szerkezetek
l kb 2%-a

X-ray diffraction Cryo-EM



Mennyire hasonlo két szerkezet

Szuperpozicio: poziciok kozotti tavolsag minimalizalasa



Root Mean Square Deviation
(RMSD):

A legaltalanosabban hasznalt

fuggvény a szerkezeti hasonlosag
merésere

RMSD az atlagos tavolsag
szuperimponalt szerkezetek
ekvivalens atomjai kozott




Kristaly kontaktusok

RMSD: 0.955A



NMR vs X-ray




Evoluciosan rokon feheérjéek
szerkezete altalaban hasonlo

1ebhA: enolase
1mns ; mandelate racemase

Szekvencia azonossag: 25%
Aktiv centrum nagyon hasonlo
Hasonlo kémiai reakcio

Eltér6 szubsztat




Szekvencia szakadeék

2.0
Friofeim Cula Bank
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Térszerkezeti predikciok

>Protein
RSKSSNEATNITPKHNMKAFLDELKAENIKKFLYNFTQIPHLAGTEQNFQLAKQIQSOWKEFGLDSVELAHYDVLLSYPN
KTHPNYISIINEDGNEIFNTSLFEPPPPGYENVSDIVPPFSAFSPQOGMPEGDLVYVNYARTEDFFKLERDMKINCSGKIV
TARYGKVEFRGNKVKNAQLAGAKGVILYSDPADYFAPGVKSYPDGWNLPGGGVQRGNILNLNGAGDPLTPGYPANEYAYRR
GIAEAVGLPSIPVHPIGYYDAQKLLEKMGGSAPPDSSWRGSLKVPYNVGPGFTGNFSTQKVKMHIHSTNEVTRIYNVIGT
LRGAVEPDRYVILGGHRDSWVFGGIDPQSGAAVVHEIVRSFGTLKKEGWRPRRTILFASWDAEEFGLLGSTEWAEENSRL
LOERGVAYINADSSIEGNYTLRVDCTPLMYSLVHNLTKELKSPDEGFEGKSLYESWTKKSPSPEFSGMPRISKLGSGNDF
EVFFQRLGIASGRARYTKNWETNKFSGYPLYHSVYETYELVEKFYDPMFKYHLTVAQVRGGMVFELANSIVLPFDCRDYA
VVLRKYADKIYSISMKHPQEMKTYSVSEFDSLFSAVKNFTEIASKEFSERLOQDEFDKSNPIVLRMMNDQLMFLERAFIDPLGL
PDRPEFYRHVIYAPSSHNKYAGESFPGIYDALFDIESKVDPSKAWGEVKRQIYVAAFTVQAAAETLSEVA




GFCHIKAYTRLIMVG...

Folding

(physics)

Feherje folding

AG=AH-TAS

— 0 +

—-TAS >

konformacios entropia

_ (fehérje)

entalpiajarulékok
(fehérje, oldoszer)

-TAS

hidrofob effektus
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Térszerkezet meghatarozasa
fizikal alapon

- nagyon sok konformacio, hatalmas
konformacios ter

- fizikal energiafuggveny nem ismert pontosan



Predikciok tipusai

Notation: protein structure 1D, 2D, 3D
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Masodlagos szerkezet predikcioja
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Osszehasonlitd szerkezet modellezés
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@ The Nobel Prize in Chemistry 2013
Martin Karplus, Michael Levitt, Arieh Warshel

The Nobel Prize in L.
Chemistry 2013 's sort of nice in more

general terms to see
that computational
science, computational
biology is being
recognized.” He added,
“It's become a very
large field and it’s
always in some ways
been the poor sister, or
the ugly sister, to
experimental biology.”

Martin Karplus Michael Levitt SR
Arieh Warshel

The Nobel Prize in Chemistry 2013 was awarded jointly to Martin Karplus,
Michael Levitt and Arieh Warshel "for the development of multiscale
models for complex chemical systems”.
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