folsav, (a pteroil-glutaminsav vagy B,, vitamin)
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A dihidrofolat-reduktaz (DHFR, EC 1.5.1.3) mind
prokariota, mind eukariota szervezetekben
cletfontossagu enzim, nélkiilozhetetlen a normalis
folsav-anyagcseréhez.

Szerepe a tetrahidrofolsav szintjének fonntartasa,
1) ez a purin- és pirimidinvazas vegyiiletek, és

2) egyes aminosavak bioszintéziséhez
sziikséges.

ogyogyaszati jelentosége kiemelkedd :
szamos hatoanyag, példaul
a metotrexat €s
a trimetoprim
ezt az enzimet gatolja,
terapias jelentosége hangsulyos :
rakellenes €s
antibakterialis szerek celpontja.



A FOLYAMAT SZEREPLOI

Dihidrofolsav (H,F) roviden
*/E T JIT
@ - |
H,N N N
H
COOH
HOOC/\/\H @)
NADPH (NH)
nikotinsavamid-adenin-dinukleotidfoszfat NH:
W </N\H/\N
NH, M
f | (H) (H) N \N)
N" o ’—o—Tgo—T—o o
k 7 @) OH @)
OH  OH " oH O—IU’—OH

o roviden



A reakcio amely soran

a dihidrofolsav redukalodik és
a kofaktor (NADPH) oxidalodik

o 0
H H
N
HN X NH NH;
)\)5[ /(\| ' féﬂ\
NN R
H,N N N N
H Il?
J

Dihidrofolsav NADPH (NH)
(H,F)
/
@) @)
H
HN N NH = NH,
ﬂI T Efk
X R O
Hs>N N N N
H |
L
Tetrahidrofolsav NADP* (N*)

(H,F)



Dihidrofolsav NADPH (NH)
(H,F)

keto ;oo

pro-R-H

atmeneti allapot



A reakcio
a dihidrofolat-reduktaz
enzimben torténik

|
dihidrofolsav




-1 -1 -1
40pM™ s 5uM™ s
MY S w EHF — = ENYHF
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dihidrofolat-reduktaz (E)
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1258 2uM™s dihidrofolsav (H,F)
1 4 | tetrahidrofolsav (H,F)
E.NH.H4F 0.6 950 _
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dinukleotidfoszfat (NH)
suM L 51 85 o1 nikotinsavamid-adenin-
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dinukleotidfoszfat oxidalt
formaja (N*)
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A reakcio

a dihidrofolat-reduktaz
enzimben nem megy,
ha egyetlen

extra CHj, jelen van

Dihidrofolat
reduktaz
metotrexattal

Metotrexat a
kotOhelyen



dihidrofolsav

OH —
‘- CH,—N C—N—C—COOH
N 2
NZ N @ |
)\ | H CH2
\
H2N. N N CHa
H

COOH

=0

metotrexat

; T H
% CH,—N C—N—C—COOH
N 2
NP X @ .
/J\\ | H CH,
X =
HaN. N N CHa

COOH

=0

Az extra -CHj és -NH, biologiai jelentosége
csak a feherje szerkezetének ismeretében

ertelmezheto!

I TWINLAR &

o A



Hogyan vilagit a szentjanosbogar?
Avagy a luciferin szubsztrat atalakulasa

Lucifer — lux + fero fénythozo

A reakcio folyamatanak biokémiai attekintése

L. Aktivaldsi lépés: Enzim + Luc-COOH
Az enzim koti a luciferint, egy
ATP felhasznalasaval pedig MgATP
aktivalja a karboxilcsoporton \
keresztiil a szubsztratot. '\N

\\

PP;

11. Oxidacio: Enzim:Luc-CO-AMP

Az oxidécid a-peroxilaktdmon
keresztlil megy végbe, mely az

enzimhez kotott gerjesztett O» \

termeket eredményez.

(N

™~
\ CO,

H>O

Enzim:Luc=0O"

l1l. Kisugarzas (relaxacio):
Az aktivalt komplex a reakcio I

veégso 1épéseként fénykibocsajtas
révén relaxal, 1étrehozva az
alapallapott végtermeket.

Enzim + Luc=0



A luciferin gylijtoneév a luciferindz enzim szubsztratjait jelenti:
oxigen jelenlétében az enzim biolumineszcenciat eredményez.

Cypridina Luciferin

o)
iji\)\/ CHO

Latia Luciferin

@)
> \<
T C
N HO X
- |
Z
Renilla Luciferin

O
N NH

“ )
\ C

\_7

N

HO hromophore of Aequorin



Az aktivalas mechanizmusa

R-luciferin
2-(6-Hydroxy-benzothiazol-2-yl)-4,5-dihydro-thiazole-4-carb
oxylic acid
Az R forma a természetben el6fordulo,
Y de az S forma is mutatja a kemolumineszcencia
HO jelenségét
WCOOH
S N K NH2
1 / 3/4' *
s/> < 1
+ N A
N S N
4 </ ‘
(o N )
40000 bogarbdl e) 0] e) N
izol4ltak I | |
néhany mg luciferint HO—T—O—IT—O—IT—O o
©
O: 03@ OH H H ATP
2+ H | H
Mg OH  OH
NH,

R-luciferin

O O

+ HO—P—O—P—OH

OH OH

pirofoszfat



Az oxidacios lépés
Aktivalt R-luciferin
HO

CH3—CH,—O—C——CHs
H

CH3_CH2 O
saep
lazitott hidrogén 0,
O, (bazikus kozeQ) H
|
O
0 o~ EtOH
s N O
/>—</ AMP
TN S
© polimerizacio
18oH
nukleofil addicid
||‘| polimer peroxid
O
AN
@)
0 (@]
> /N AMP
/> < 18
TN S O\H
|
/‘O
0

C[Hfﬁ‘

eliminacio és
dekarboxilezodés
O

S N o
T e
N S + 180:c:o + OH

+ AMP—H

O
/
]
__C—CH3
H
H3C.I
—CH—O—0—

(szilard, robban)




A relaxacio az oxidalt termék gerjesztett
elektronallapota felelOs a
fenykibocsajtasert

- *
s N O
/
7
TN S
Luc=0"
M, ﬁm‘/‘.,n\ ,‘WW h U
sargaszold fény
0O

S /N O
T
N S
Luc=0 A pontos szint a fehérje, a
luciferinaz modositja

*  N-terminalis domén: kék (A B-réteg), lila (B B-réteg), zold (B-hordo).
* C-terminalis domeén: sarga
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Az elsodleges szerkezet

Cc1 1 B1 B2 2
= R RODREDONE e =
MEDAKNIKKGPAPFYPLEDGTAGEQOLIHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIEVNITY. EYFEMS
2 ot | 3 AZ 4
RO = | ———=3 — —_— = -!! e -
VRLAEAMKRYGLNTNHRIVVCSENSLOFFMPVLGALF IGVAVAPAND IYNERELLNSMNX
A3 S A4 AS S
~ > ROV s —

SOP TV VFVSRKKCILOKILNVOKKLPIIOKIIIMDSKTDYOCFOSMYTFVISHLPPCFNEYD

AS A7 & B3

FYPESFDRDKTIALIMNS SOSTCL B CVALPEHRTACVRF SHARDPIFGNQIIPDTAILSY

8 B4a = BS 10
= >z -~ [=5 =3 ; ‘ ooy [==
VPFHHGFGMFTTLCGYLICGFRYVLMYRFEEELFLRSLODYKIQOSALLVETLFSFEAKSTL
B6 i1 B7 BB

e —— SIS ——— > =
IDKYDLSNLHEIASGGRPLSKEVGEAVAKRFHLPGCIROGYGLE S TTSAILITPEGDDKPG
c2 c3 ca s
i - > _ =
AVEKVVPFFEARKVVDLDTCKTLCVNORGEL ALIDKDEWLHS

CcSs Cce D1 D2
—> —> SRR RO = —
AYWDEDEHFFIVDULKSLERYK Y OVABAELDS ILLORPN IF DAGVAGL PDDDAGEL.

E2 14 E3

ILX

KAXKGGKSKL.

Invarians szekvencia (piros), 50%-nal nagyobb homologia: rdézsaszin
(Az osszehasonlitas alapjat 38 rokon fehérje szekvenciaja kepezi.)
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4 15 70 224 355 436 544



A luciferaz aktiv
centruma

(b)

* Piros: invaridbilis aminosavak (Lys206, Glu344, Asp422)
« Kék: variabilis aminosavak



A luciferin kotodése az arokba




