A fehérjék harmadlagos vagy térszerkezete

Még a globularis fehérjék térszerkezete is sokféle lehet.



A ribonukleaz redukcidja és denaturalédasa
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Ribonukleaz feltekeredése

Native ribonuclease Denatured reduced ribonuclease

A ribonukleaz renaturalodasa

124

B-mercaptoethanol

Trace of

|

'
Native ribonuclease

b U feltekeredés
“folding”




[Protein unfolded], %

100

(9]
o

[Denaturant] —

50%-o0s feltekeredés:
a molekulak fele feltekeredett
masik fele kitekeredett
nincs félig feltekeredés!!!




Kaotrop molekulak
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H, OH
HO C z
\ﬁ/ o Hs - SH CH,CO,H
2 =
B-Mercaptoethanol C_)H

DTT, ditiotreitol



A fehérjék

dinamikus téralkata

teszi lehetové

a fehérje-fehérje kolcsonhatast: az €let megjelenését

Auste Rodin




Intexleukin - § sinulated annealing with NME restraints

Az onstabilizacio diadala:
az Interleukin-8

Az IL-8 legfontosabb feladata a célsejteken a kemotaxis kivaltasa.



A fehérjék

dinamikus téralkata

teszi lehetové a fehérje-ligand
kolcsOnhatast,

a gyogyszerek hatdsossagat



Fehérjék térszerkezete: mit rejt a kristaly?

Fehérje
rontgenkrisztallografia:
kémiai Nobel-dij, 1962

Max Perutz, John Kendrew

kristdlyban az egyes atomok helye térben jol meghatarozott = részletgazdag
térszerkezet



Tobb doménbadl felépiilo fehérjék

a mikodéshez elengedhetetlen a domének kooperativitasa

Ml

sejt-sejt kapcsolatot kialakitd fehérjék (integrinek) aktivalodasa
soran jellegzetes makroszkopikus szerkezetvaltozas kovetkezik be.



Fehérjék oldatban: NMR-spektroszkopia

Fehérje NMR:
kémiai Nobel-dij, 2002

Kurt Withrich

szerkezeti sokasag



A makroszkopikus mozgas mikroszkopikus hattere: ,, a tancrend”

10
cm

0,1
lm

sejtalkotok

fehérjemolekulak



A ,tancrend” hatterében a fehérjék
térszerkezetének dinamikus jellege all!

U

Szinkronizaltabb mozgas,
rendezettebb téralkat

A

szinkronizalatlan
mozgas, rendezetlenebb
téralkat

v



A mozgas idoskalai

~1s

~ 100 ezer 1h

~ 30 milli6 1ev




A molekularis mozgas iddskalai hurkok es kanyarok
zarddasa
0.1ms < 10ms

[3} masodlagos szerkezet

elemek 10ns < 1ms
ﬁ/—\/% H/D

feltekeredés Rot. Dif.
ims < 1h korrel. id6
Tns<t.< 101

gerinc dinamika
1ps < 10ns

Tlokalis

aggregacio Teffekiv= T T oldallanc forgas
ls—1ev 0.1ps < 10 ps



Energy of Activation
UNCATALYZED

Bevezetés az enzimek vilagaba

I-- CATALYZED

a sejtben el6forduld szinte Osszes kémiai atalakitast Reactants

biologiai katalizdtorok, az enzimek végzik!

- a legtobb enzim fehérje

- az 4talakitas sebessége akar 109 -101% szeres
lehet a biokatalizis hat4sara.

AG

Free energy {(G)

Products

- igy lehetséges, hogy a reakcidok végbemennek mar 37°C-on és neutralis pH-n.

memo: Arrhenius egyenlet (a seb. egy. T fliggése):

specificitds: az enzim nagy affinitdssal k= A exp (-E,/RT)

kot mind a sajat szubsztratjahoz, mind a kT

termékhez. g T E

(E. Fischer kulcs-z4ar modell S y novekved E,
(]

megalkotdsa.)

_—
reakci6 koordinata E—,

Keeler 138 T(K)

Tipikus reakcio:
enzim + szubsztrat <— enzim-szubsztrat komplex <- enzim + termék

A reakcio helye: az aktiv hely, ahova a szubsztratot tipikusan nem-kovalans kotés koti.
Az enzimreakciok teljesen sztereospecifikusak:



példa:  egy lipaz enzimmel torténd észterhidrolizis:

alapreakcio: a lipaz enzimek a zsirsavészterek szelektiv hidrolizisében vesznek részt. A ,,glicerin rész
megfeleld pontjan hidrolizdlnak:

|| lipa
ipaz
H P ”

\
|
®
o
+
j
®
Y

_C—OH + H—0—Q

észter R karbonsav alkohol

sztereospecificitas: legyen az észter kiralis és haszndljunk egy racematot
megfigyelés: az egyik enantiomer észter elhidrolizdl, a masik nem vagy
csak nagyon lassan. (8 jelenség neve: Kinetikus rezolvalas) o

lipaz

(R)-(+)-2-fluorhexansav-etil-észter
>99% enantiomer tulsuly 0

|
C—OH
+ /\/\‘/
(S)-(+)-2-fluorhexansav F

>69% enantiomer tulsuly

+ H—O—FEt

racemat észter
kiindulési anyag

magyarazat: - a lipaz aktiv zsebébe nem fér be az (R) enantiomer,
ezért az visszamarad és a hidrolizis soran 99%-ig dusul,
- mig az (S)-(-)-sav éppen 69%-ban keletkezik.



Geometriai specificitas azt adja meg, hogy mennyire szigorian csak egyetlen szubsztratot fogad el az enzim:
pl: 1) Karboxipeptidaz A a polipeptidlanc C-terminéalisardl lehasit egy aminosavat, ha az nem Arg, Lys, Pro

€s a megeldzd aminosav nem Pro. 0
2) kimotripszin észtert, is amidot is hidrolizal. )L R Q
N
R N/ + 10 imotripszin )k + HO—R'
i | R~ OH
)k R i i
R N/ + H,0 kimotripszin )J\ + HaN g észter
| R o
H
peptid j< — (\\ //q <

Inhibitor: molekula, amely az enzimmiikodésre negativan hat, azt gitolja.
Kompetitiv inhibitor: amelyik a szubsztrattal versenyez az aktiv helyért
vagy annak bekotését oda gatolja.
Kofaktor: nem-fehérje jellegli, az enzimhez kotott molekula/ion, amely a
katalizist segiti
(apoenzim + kofaktor = holoenzim) Fe2+ |
Koenzim (spec. kofaktor) : olyan molekula, amely nincs
permanensen az enzimhez kotve pl. NAD

Prosztetikus csoport (spec. kofaktor) : olyan molekula, amely 1 N J
permanensen az enzimhez van kotve pl. Fe-S centrum, hem stb. A’d
memo: sok vizoldhat6 vitamin koenzim prekurzor: S

nikotinsav — NAD, pantoténsav — CoA

Koenzim A
O O O H OH

OH
\ OH HOJK/\N

H OH
N

niacin pantoténsav



Szerinproteazok (sok egymadssal nem rokon fehérje)

Kimotripszin, tripszin és elasztaz fehérjék lebont6 enzimek (protedzok). Azért
szerinprotedz, mert van benne egy donto fontossagu Ser.

A Kimotripszin:

specificitasa: foleg Trp, Tyr, Phe, de Leu, Met utan is hasitja az amidko6tést
memo: észtereket is hidrolizal
memo: a tripszin mas specificitasd, az Arg vagy Lys utdn hasit.

Az inaktiv kimotripszinogénbdl (245 as.) két dipeptid kihasadasa €s egy ,,refolding”
sordn képzddik az enzim. A konf. atrendezddés eredményeként sztérikusan kozel kertil
a katalitikus triad 3 eleme. — deavage

- cleavage 2a
= cleavage 2b

T)r 160
Thr 147
Asp 148

A\a 149
Sar—Asp

UDC

A katalitikus tridd: Asp...His...Ser

C Asp N Cys

mature a-chymotrypsinogen Alk_oxide
Asp 102 His 57 Ser 195 aetve) - ion
0O A o
/\c sasm H“N/\N H N4 /\c/o _________ H‘“N’I/}N/H N



Szubsztrat koto hely
Aktiv hely a katalitikus triaddal

ez a peptidkotés

OX1anion ureg fog elhasadni

szubsztratkoto
zseb

egy aromas (R1)
csoporttal
rendelkezd
szubsztrat N-
terminalis része

(d)



Biodegradacio: amidok hidrolizise 57
kémiai reakciotipusok: nuklofil addicio, elimAgpcio
102 o CH
2
Szerinprotedzok miukodési mechanizmusa: [ f;g
H,C—C
TN N
=N} CH;
H—0" |
a nukleofil
H 0 addicio

S7
Asp \T/ szubsztratkoto
zseb

e
O@ tetraéderes
/ \) intermedier



acilezett
szerin

O
O
Az aktiv hely
regeneralddasa
©
O

acilezett

szerin



_CH, tetraéderes

\H @) intermedier
A ‘ Co
o—c—©

_CHa regeneralt

aktiv centrum
/ AN
karbonsav H R
termék

memo: lehet késziteni olyan
enzimet, amelyik a forditott
folyamatot katalizalja.

Feltehetdleg a riboszOméan a
fehérjeszintézis soran (RNS-részek
kozremikodésével) ilyen forditott
folyamat zajlik.



Osszefoglalas:
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Lizozim: egy tipikus enzimmukodés
(Lysozyme:= lyse: felold + enzyme)

A Lizozim feloldja (kilukasztja) a baktériumok
sejtfalat mivelhogy katalizélja a sejtfal
poliszacharid egy adott részének hidrolizisét:
Alexander Fleming

Nag-Nam-Nag -NarrTNag-Nam 1922-ben megfizott

Copyright & Tha Hofrm-H Companies, Inc.

Lipoteichoic acid Teichoic acid

Paptidoglycan

3
aE

Gram+ cell
envelope

R® R! R? R l R2 R’
HO -0 0 0.0 0
OH A OR’B OH C OR’ D OH E OR®*F
o O ] o O o O C
R’ R? R’ R R’ R2
R' = CH,OH R? = NHCOCH, R® = CH(CH3)COOH
HOCH
i 0) OH Lysozyme specificity
OH Lysozyme Lysozyme =
HO CHZOH l CHZOH CHZOH l CHz0H
e - Dj\ \@; D}\ o D}\ D\K‘T D}\
oH a OH ]
B-D-N-acetil-gliikozamin , | ’ | =
MH MH MH
(Nag) ‘ L™ & b
0% ™ CH i 0% “CHy 0% “ch | 0% "iHa
HaC_CH n H:C—fH
HOCH2 CHS D//é\ D//c\ n
O. OH R: H L-Ala L-8la
OR COOCH D-Gllu Lysastaphin D-G:Iu
HO L-Lllo’s l ﬁL-LTS
NHCOCH; D-Alaﬂ(r(::)i) D-la
B-D-N-acetil-muraminsav _ . .
(Nam) (direct cross link in gram negative)
FPeptidoglycan

teichoic acid
lipoteichoic acid

peptidoglycan

NAM NAG

peptide

cytoplasmic
membrane

phospholipid




A Lizozim biokatalizalt glikozidkotés
hidrolizisének molekularis hattere:

1) A D-E gliikopiran6z gyuiriik elhidrolizdlasa

OH

- sejtfal o 014 CH,OH 1
R sattal pepideldllne oM ’ David Chilton
I 0—Nam—OR RO—NagR'O D° Phillips
GHOH P 1924-99
RO—Nag” 0 NHCOCH; 1,0 + NHCOCH;
R'O lizozim
CH,0OH
NHCOCH3; O
rrorr e, 2 .o , HO E O_Nam—OR
memo: a D-gylirli a bekotés kovevetkeztében HO
konformdéciosan eltorzul, a térszerkezet ,.fesziilt” lesz. NHCOCHs

Lysozyme

2) A molekularis felismerés és a hexaszacharid megkotésének atomi részletei:

Lysozyme




3) A hidrolizis
legvaldsziniibb
mechanizmusanak kétfajta
bemutatasa:

This substrate is an oligosaccharide of six
sugars, labeled A-F. Only sugars D and E

substrate
CHOH

ae. B
s E' >

are shown in detail.

Axp B2

In the enzyme-substrate complex
{ES), the enzyme forces sugar D
into a strained conformation, with
Glu 35 positioned to serve as an
acid that attacks the adjacent
sugar-sugar bond by donating a
proton {H*} to sugar E, and Asp 52
poised to attack the C1 carbon atom.

The Asp 52 has formed a
covalent bond between the
enzyme and the C1 carbon atom
of sugar D. The Glu 35 then
polarizes a water molecule {red),
50 that its oxygen can readily
attack the C1 carbon atom and
displace Asp 52,

@] R: sejtfal oligoszacharid-lanc

)J\ R": sejtfal peptidoldallanc
Glu-35

CHZOH

O—Nam—OR
O

1
H CHzOHO NHCOCH;
CO E O—Nam—OR o
HO
CH,OH o
NHCOCH3 G|u-35 o
RO—Na 0] a0 :
%o \D o) o} P,
D CH,OH T
CH;CONH Asp-102 o o
RO—- Nag 4) H
CH3CONH
The final products are an oligosaccharide of four A sp-52

sugars (left) and a disaccharide (right), produced
by hydrolysis. products
R o OHOH
ABc 1
o T W

CHH .

!
2: M ml i o
P

-c%{‘ Asp 52

The reaction of the water
molecule (red, completes the
hydrolysis and returns the
enzyme to its initial state, forming
the final enzyme-product
complex (EP).

Figure 4-34 Essential Call Biclogy, 2/e. (& 2004 Garland

A kozti termékben kialaku
karbokatipnt s@ablhzalja az

karboxilat 01 lanca.
Glu-35 5
|
H
OH
CH,OH
RO—Na o Q
*ro\D O\]/O
CH3CONH Asp-52

memo: a természetes
védekezésiink fontos enzimje
tehat a Lizozim, amely patogének
(pl. szalmonella, E.coli vagy
Pszeudomondsz) ellen nyujt
védelmet.



Alkohollebontas (oxido-

redukcio, aromatizacio):

A NADH egyensulyi reakcidja az
acetaldehidet etil-alkoholla redukalja.

n az alkohol-dehidogenaz enzim
N, \\ | aktiv centruma

alkohol-dehidrogendz enzim

ES (NADH + inhibitor komplex)

A miikodés 1épései és leirasa: HR/\H
1) A NADH és az aldehid megkotodik, 3;()
ut6bbit a Zn?* koordindlja, HaC 0. S-Cys
2) a nikotinsavamid nitrogénjének @®Zn,
nemkoto elektronpérja delokalizalodik, N-Hié
a dihidropiridin gylirli aroméssd valik “ S-Cys
az egyik C4-es hidrogénatomot H, Hr
anionként leadva. (oxidéci6) e
3) A hidridion redukélja az ’ C/ AN o ©
acetaldehidet, majd a képz06dd alkoholat ° )
anion protonalddik. A cink mint Lewis- etoxid anion
sav fokozza a karbonil-szén pozitiv
polarozottsagat, s igy annak elektrofil NH;
jellegét. . TV HO

Ny ‘ O H, ,Hr

NAD' + ,,"C etanol
X Hs H3C/ \OH

méregtelenités:  ha nagy az alkoholkoncentracid, akkor az egyensiilyi reakcié megfordul és az etil-
alkohol acetaldehidé oxidalodik.



az alkohol-dehidrogendz enzim
apoenzim + koenzim + inhibitor __

(80 kDa dimer, az emberben
legaldbb 6 variansa van,

A NAD+ (Nikotinamid-adenin-dinukleotid)
(az €10 sejt egyik oxidalo vagy dehidrogénez0 szere)

memo: Miért mérgezok az alkohol
végzetes adalékai: metanol, etilénglikol?

OX. O
<

CH;—OH HC
’ “SOH
metanol hangyasav
(sejtméreq)

O
N\

CH—OH OX. \C—OH

CH,—OH O/C—OH
etan-1,2-diol oxalsav

(etilénglikol) (sejtméreq)

feladatuk: egyensulyt tartani az alkoholok
aldehidek és ketonok kozott.

- méregtelenités (emldsben): a toxikus
alkoholbdl aldehidet csinal

- fermentalas (baci és élesztd): aldehidbol
alkoholt készit (redukcio)



1 A "kulcs & zar”

modell
(Emil Fischer)

Minél tobbet meg kell tudnunk a
fehérjék dinamikus téralkatardl!



