Peptidek és fehérjék
szerkezetvizsgalata spektroszkopia és
In silico modszerekkel

> \
' ' \\m\\\\\\\\
Il
i :z. =Sl J
| “ 4
1 | B

lmimum\ :




3 betlis kod: -Thr-His-lle-Ser-Ser-lle-Met-Pro-Leu-Glu-

1 betas kod: [T -H -1 -S| [S - -M -P -L -E

Mekkora a méretiuk?

né¢hany tucat aminosavtol esetleg tobb ezerig



Hogyan alakultak ki az
evolucio soran a fehérjék?

Nem ,,probalkozhatott” vaktaban a termeszet:

pl. 20 aminosav tipus egy 100 hosszu feherjében
«ismétléses variaciok szama 201 ~ 10130 fehérje tipus
cgy ilyen fehérje molekulatomege ~ 12000 Dalton ~ 10-18g
* ha egyetlen példanyt csinalunk csupan minden lehetséges kopiabol
akkor is ~ 10112 g annak anyagsziikséglete
az univerzum tomege ,,csupan” ~2 *10°°¢



Harmadlagos szerkezet:

a molekula 3D-szerkezete
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A fehérjek jelentOsege

Lipopolysaccharide

y eor mRNA tRNA DNA  f Phospholipid

feherj ek, );4% i’ \ (% Lipoprotein

amelyek SR .
szinte

barmilyen, a
sejt szamara
fontos reakciot
el tudnak végezni.

Hogyan tud egy minddssze 20 elembdl ,.épitkez0” polimer
ilyen sokrétuve valni?



Mit kodol a primer szekvencia?

Mind a
polipeptidek,
mind a feherjek
o-L-amino-
savakbol
felépiild linearis
polimerek

MWLLYLLVPALFCRAGGSIPIPQKLFGEVTSPLFPKPYPNNFETTTVITV
PTGYRVKLVFQQFDLEPSEGCFYDYVKISADKKSLGRFCGQLGSPLGNPP
GKKEFMSQGNKMLLTFHTDFSNEENGTIMFYKGFLAYYQAVDLDECASRS
KSGEEDPQPQCQHLCHNYVGGYFCSCRPGYELQEDRHSCQAECSSELYTE
ASGYISSLEYPRSYPPDLRCNYSIRVERGLTLHLKFLEPFDIDDHQQVHC
PYDQLQIYANGKNIGEFCGKQRPPDLDTSSNAVDLLFFTDESGDSRGWKL
RYTTEIIKCPQPKTLDEFTIIQONLQPQYQFRDYFIATCKQOGYQLIEGNQV
LHSFTAVCQODDGTWHRAMPRCKIKDCGQPRNLPNGDFRYTTTMGVNTYKA
RIQYYCHEPYYKMQOTRAGSRESEQGVYTCTAQGIWKNEQKGEKIPRCLPV
CGKPVNPVEQRQRI IGGQKAKMGNFPWQVFTNIHGRGGGALLGDRWILTA
AHTLYPKEHEAQSNASLDVFLGHTNVEELMKLGNHPIRRVSVHPDYRQDE
SYNFEGDIALLELENSVTLGPNLLPICLPDNDTFYDLGLMGYVSGFGVME
EKIAHDLRFVRLPVANPQACENWLRGKNRMDVFSQNMFCAGHPSLKQDAC
QGDSGGVFAVRDPNTDRWVATGIVSWGIGCSRGYGFYTKVLNYVDWIKKE
MEEED

A primer szekvencia ismeretében a kemiai szerkezet, a
konstitucio ran¢zésre megmondhato, nem ugy a térszerkezet.




A fehérjek térszerkezete modularis

~100 000 feherje
70% -a tobb

doménbol vagy
modulbol all.

aminosav

100 300 500

Példaul a Homo sapiens C1r fehérjéje dsszesen 6 doménbdl épiil fel.



A feheérjek modularis jellege

A fehérjék
konformacios
szempontbol
autonom
modulokbol €s
az ezeket
0sszekoto
polipeptid-
szakaszokbol
allnak.

SIPIPQKLFGEVTSPLFPKPYPNNFETTTVITV
PTGYRVKLVFQQFDLEPSEGCFYDYVKISADKKSLGRFCGQLGSPLGNPP
GKKEFMSQGNKMLLTFHTDFSNEENGTIMFYKGFLAYYQAVDLDECASRS
KSGEEDPQPQCQHLCHNYVGGYFCSCRPGYELQEDRHSCQAECSSELYTE
ASGYISSLEYPRSYPPDLRCNYSIRVERGLTLHLKFLEPFDIDDHQQVHC
PYDQLQIYANGKNIGEFCGKQRPPDLDTSSNAVDLLFFTDESGDSRGWKL
RYTTEIIKCPQPKTLDEFTIIQONLQPQYQFRDYFIATCKQOGYQLIEGNQV
LHSFTAVCQODDGTWHRAMPRCKIKDCGQPRNLPNGDFRYTTTMGVNTYKA
RIQYYCHEPYYKMQOTRAGSRESEQGVYTCTAQGIWKNEQKGEKIPRCLPV

IIGGQKAKMGNFPWQVFTNIHGRGGGALLGDRWILTA
AHTLYPKEHEAQSNASLDVFLGHTNVEELMKLGNHPIRRVSVHPDYRQDE
SYNFEGDIALLELENSVTLGPNLLPICLPDNDTFYDLGLMGYVSGFGVME
EKIAHDLRFVRLPVANPQACENWLRGKNRMDVFSQNMFCAGHPSLKQDAC
QGDSGGVFAVRDPNTDRWVATGIVSWGIGCSRGYGFYTKVLNYVDWIKKE

MEEED
o Jec s [0




A modularis ¢pitkezes konzervalodott

Bar a fehérjék
mérete ¢s funkcioja
sokszint,

a modularis
felépitesiik
kovetkezetesen
megorzott.
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A modularis ¢pitkezes elonyos

Az allatvilag
,,kambriumi
robbanasat” a
modularis fehérjek
megjelenéséhez
kotik (sejt-sejt
kommunkaci0)
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Polipeptidek €s fehérjek terszerkezete

melyek mérete ) W »
jell}(,e qzetesen polipeptid fehérje

60 ¢és 160

aminosav koze
esik.

aminosav

25 50 75 100 125 150

Huzhato-e éles hatar egy hosszabb polipeptid €s
egy rovidebb fehérjemodul kozott?



globularis
térszerkezetl
linearis polimerek,
amelyek
konformacioja
biologiai
funkciojukkal
szorosan 0sszefligg.

A globularis térszerkezet

és

rendeze

aminosav

25 50 75
rovidebb

100 125 150
hosszabb

Ha e fehérjét denaturaljuk, akkor elveszti nem csak a

A4




Az lizozim amiloid szeru atalakulasa

A lizozim egy
pontmutacioja
miatt a
konformacidsan
nyitottabb
térszerkezet
betoltottsege
megno
¢s vegul amiloid
szerl lerakodas
figyelhetd meg.

LU

RT

further assembly of protofilaments

Booth et al., Nature 385, 787 (1997)



Miért sziikséges a
fehérjetérszerkezet ismerete?

Kozismert betegségek megertése:
*Sarlosejtes anémia
(Glu < Val mutacié = dezoxihemoglobin fokozott agregacidja)
*Kergemarha kor (Creutzfeld-Jakob disease)
(piron fehérje ,,misfold”)
szivacsos enkefalopatisz
*Alzheimer kor
(B-amiloid ,,misfold” és aggregacio)

Racionalis gyogyszertervezeés:
pl. HIV proteaz inhibitor



A fehérjék téralkatat stabilizalo
S-fajta kotés:
peptidkotes,

hidrogén-hid (kotés),
diszulfid kotés,

1onos kotések,
hidroféb erdk (kotés)

Disulfide bond




kompeticidoban vezérelt

SzZerves-szerves erds ,,szaraz” csak sztérikus csak vizben
kristalyokban kozelség esetén hatasos

gyenge, orientaciod

eros ST vizben gyenge gyenge gyenge

A biomolekuladk harmadlagos
szerkezetének kialakitasa soran

-, s (CHp)—NHs* ~O—CCCH
a gyenge kotések | lon bond
(kolcsonhatasok) Osszessége t bisratin
e . rr N | | \ \
igen jelentds. cwron—hu Lo - ()
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*konformacids mozgekonysag

Miért a—aminosavakbol ?

-aminosavak :
eapolarisabb
sproteazokkal szemben ellenalloak
ecltero flexibilitas

4

Seebach et. al. Helv. Him. Acta 1996, 79, 913-941
Gellman Acc. Chem. Res. 1998, 31, 173-180
Navas et. al. J. Org. Chem. 1996, 61, 6849-6855



gB (i-2) 6F ()
128 (i-3) 10F (+1)

9 168 (i-4) 14F (i+2)

Mohle et al. Biopol. 1999, 50, 167-184



E 5 a-hélix 13B0-4)
(-4) (-4 minusz vagy  plusz
M P bal vagy jobb
138 (i-4)
mindketto ,,backword” hélix






Homo konformerek periodikus H-hidakkal
o- €s B-peptidek esetén

/\

a-peptidek B-peptidek
5F () —[3-sheet o6F () — OK
8F(+1) =9 «10F (+) — OK
«11F(+2) =7 «14F (i+2) — OK
14F (+3) —9 18F (+3) —
«7B0-2) = y-turn, ™Vy-turn 8802 = OK
«10B(-3) =3, ,-helix (left, right) «12B(3) — OK
«13B(-4) = a-helix (left, right) 16804 —

168 (- =72 n-helix 20809 =
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Ramachand ran feliil

Right-handed
o-helix
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kollagén

-redo
balmenetl YL p [(BL)G]
a-hélix s g
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[(%)6] Inverz vy- l
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Hogyan lehet a részbol az egészre kovetkeztetni?
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bevezeto gondolatok

360°

0° @ 360°

Val-Phe-Cys-Asn-Thr-Gly-Asp-Leu-Val-Cys-Thr-Gly-Ser-Leu-lle-Val-Ala-Ala-
€ YL O] & & Yo Yo o o o Y. Po| & Y. & YL & M

Pro-His-Leu-Ala-Tyr-Gly-Pro
o, oL Yo Yo Yoo oy






























o-helix
B-pleated sheet
collagen helix
repeated inverse y-turn

- hetero-conformers:
B-turn



Peptidek és fehérjék masodlagos

szerkezeti elmel

deskripcio

jobbmenett a-hélix
balmenetii o-hélix

B- redo

Inverz y-kanyar

y-kKanyar

collagen hélix (polyProll)
collagén hélix tiikkorképi parja

kod

alternativ

kod
OR
UL
C5

C/



A feherjék feltekeredése

A szerkezeti biokémia ,,dogmaja”
«Altalanosan elfogadott, hogy az aminosavszekvencia meghatarozza a térszerkezetet
* Bizonyiték: denaturacios-renaturacids kisérletek (Anfinsen)
* A fehérje nativ térszerkezete az esetek tulnyomo tobbségében a globalis energiaminimumnak
felel meg
*Hogyan ,,talalja meg” a fehérje a nativ térszerkezetet?
* Levinthal-paradoxon:
* egy polipeptidlanc lehetséges konformacios allapotainak szama csillagaszati (100
aminosav, 9 gerinckonformer/aminosav: 910~ 2.6 x 10%)
» Az ismert feheérjek néhany masodperc (vagy rovidebb 1d0) alatt feltekerednek: nincs 1d6 a
lehetséges téralkatok toredékének kiprobalasara sem (vildgegyetem kora < 1018 s)
» A feltekeredés adott utvonalon (titvonalakon) zajlik, 1ényeges a lokalis kolcsonhatasok és az
azok révén kialakul6 szerkezeti ,,magok” szerepe

* Alapveto feltekeredési modellek: masodlagos
szerkezeti elemek

ulasa
feltekeredett
\ (folded) fehérje

»hidrofob
osszeomlas
kiteke redett\t
(unfolded) feltekeredes1 mag
fehérje (folding nucleus)



Synthesis

Degraded

fragments —— Disordered
Disordered 72 — @%

aggregate

% ...... > gig M Disordered
. 5 - aggregate

Amyloid Prefibrillar
fibril species




8 M urea and
O 65 B-mercaptoethanol 110

40

Native ribonuclease Denatured reduced ribonuclease

B-mercaptoethanol

Trace of

l

Native ribonuclease

" U feltekeredés
“folding”



Unfolded

100 —
&
=
)
Lo
L
E 50--———z-——-
c
2
=
o
— d
0 kFoIde
[Denaturant] —

definicio: 50%-os feltekeredés:
amikor a molekulak fele feltekeredett, am a masik fele kitekeredett marad.

memo: nincs félig feltekeredés!!!



HO C -
\ﬁ/ o hg - SH CH,CO;H
2 =
B-Mercaptoethanol OH

DTT, ditiotreitol



»

Az Ubiquitin (76 as., 8,5kDa) 7

termodenaturalasa: Cpexp | (MI°CY)
o
DSC: Differntial Scanning Calorimetry
3
Tmz550C 0 1 1
30 45

Az Ubiquitin DSC termogram gorb¢je alapjan a fehérje 45°C alatt megtartja nativ
téralkatat, aztan endotermikus konformacio valtozason megy at.

T, olvadaspont (olvadasi hémérséklet, melting temperature) az a hdmérséklet ahol egy adott
nyomason a folyadek ¢€s a szilard fazis egyensulyban van.

N\ =

[\ ross =
\ KA Ribonukleaz T, T,,=320K. pH=7 €s T=298K a feherje

( letekeredéshez sziikséges AG mind6ssze 22.5 kJ.mol!

- '7 ami alig tobb mint egy H-hid (AG=20 kJmol). Hogy
58 =
Pr M W w2 ) lehet ez, amikor ugyanez a fehérje tele van a-hélixxel €s
i B-redével, amely egy sor H-hidat tartalmaz?
Q/ \‘:w

Atkins de Paula 118



\ Ribonukleaz T, T = 320K. pH=7 és T=298K a fehérje
— / % letekeredéshez szitkséges AG mindossze 22.5 kJ.mol?
- f)J? ., &\ : - > ami alig tobb mint egy H-hid (AG~20 kJmol h.
Pro39 \7 Hi 92
] ;1 T 38“ 4 Kérdés: Hogy lehet ez, amikor ugyanez a fehérje tele
Q/ / van a-hélixxel és B-red6vel, amely egy sor H-hidat e
Példa: — tartalmaz?

Becsiiljiik meg a AH-t:
~ 4 menet hélix —3.6%4— ~15a.s > ~12 H-hid — ~ 12*2= 24 kcal.mol*
~ 3 hosszabb B-red6 — 3*8— ~24 a.s —» ~ 22 H-hid — ~ 22*2 = 44 kcal.mol-!

¥ AH > 68 kcal.mol!
Becsiiljiik meg a AS-t:
1) Legyen a fehérje letekeredett allapotaban minden as.-nek 3 lehetséges ¢s egyforma
valoszinliséggel megjelend bb. konformere. Ekkor S = R 1In (319),
2) Ha feltekeredik egy 5-0s peptid rész (pl. turn) és annak mar csak 1 lehtséges konformere van,
akkor S = R In (3%) mar csak. (A valtozas Rln(3°) ami szoba hén (T=25°C) ~ 3.2 kcal.molL.

3) Ha az egész feltekeredik akkor az S ~ 20* 3.2 = 64 kcal.mol-!

AG = AH-TAS = 68 -64 = 4 kcal.mol-!
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A modszer okozta “torzulasok”

_ Structural Biology?
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Hogyan ismerheto meg atomi
szinten a peptid- és
fehérjetérszerkezet?

Primer szekvencia

kristalyositas Oldat lﬁéSZitéS
U e
. : ., _ oy szamitogepes
Rontgen-l(lhffrakcm NMR spelﬁtroszkopla odellerss
elektron stirliség térkép geometrial
\ kényszerfeltételek
|
Szerkezetfinomitas

|

3D-szerkezet



