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Jelentoésége: kémia a biologia mogott
*Térszerkezet a kristalyban atomi szinten
*Fehérjekrisztallografia és Bio-NMR egymast kiegészitd modszerek

*PDB szerkezeti adatbank: 86008 db. szerkezet,
88% rontgendiffrakcidval, 97% fehérjék és komplexeik




Fehérjekrisztallografia: atomi szintl informacio a
molekulakrol

Térszerkezet a kristalyban

*A vizsgalathoz egykristaly elballitasa szukséges

«Stabil konformacioju fehérjek vizsgalhatok (globularis fehérjek)
A konformacio az oldatban és a kristalyban altalaban hasonlé

*Nincs elvi méretbeli korlat

Kémiai Nobel dij 2012. U o )
Venkatraman Ramakrishnan, Keémiai Nobel dij 2012.

Thomas A. Steitz , Ada E. Yonath Brian Kobilka, Robert Lefkowitz
riboszéma G-fehérje kapcsolt receptorok



Fehérjekrisztallografia: atomi szintl informacio a
molekulakrol
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Maurits Cornelis Escher: Szimmetria E72.

A mérési eredménybdl a kristalybeli
elektronsiiriiség térbeli és id6beli
atlaga szamithaté ki

*Dinamika helyett kristalybeli
mozgekonysag

*Kolcsonhatasok, molekularis felismerés
Kémiai reakcid mechanizmusa

*Funkcids csoportok téerbeli
elhelyezkedése

«,Befagyasztott” reakciolépések
megjelenitése



Peptidkotés hidrolizise

Kémiai stabilitas: ==
Vizes kozegben kinetikai stabilitas

*Klasszikus modszer a fehérje teljes elhidrolizalasara:
6 mol/dm?3 s6sav, 24 6ras f6zés |
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A szervezetben enyhébb és szabalyozott korulmények L Ty
-Katalizatorok (enzimek: proteazok, peptidazok) § =g A

*Fehérjek lebontasa: potencialis veszély
Helyhez és idOhoz kotott, szabalyozott aktivitas

— Keletkezeés: inaktiv proenzim, aktivalas

— Az aktivitas befolyasolasa: inhibitorok,
aktivalo kofaktorok

— Lebontas
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marha tripszin
Marquart M et al Acta Cryst.B39:480 (1983)



Proteazok: specializacio

Molekularis felismerés
Emésztés: széles specificitas
*VVéralvadas és immunrendszer
kaszkadjai: szUk specificitas

S s Paliwar

Extrinsic Fanmay

xa
*Kollagén lancok fellazitasa a ; e }
hidrolizis el6tt: commen iRy " P
matrix metalloproteinazok Fibrinogen ___ Fibrin

v Xila
Fibrin (crosslinked)

Forras: tollefsen.wustl.edu/coagulation

Matrix metalloproteinaz | — kollagén komplex
Manka SW et al. PNAS 109:12461 (2012)



Proteazok: specializacio

Onszervez6d6 rendszerek
*Hibas fehérjelancok lebontasa: ubikvitinnel jelolt fehérjék felismerése,

letekerése, lebontasa (proteaszéma)

Lid -
195 RP <
Base |
205CP
195 RP -
26S proteaszéma " : : N
: Katalitikus régié (20S), kismolekulas inhibitorral
Allan M. et al Nature Rev Mol Cell Biol
an Vi © @ Natre Rev ol Lel BIo Groll M. et al J Am Chem Soc 130:14981 (2008)

12:605 (2011)



Peldak
Szerin proteazok

1.Katalitikus mechanizmus vizsgalata a kimotripszin
csaladban

2.Specifikus kotédés molekularis hattere: MASP-1 és
MASP-2 és kanonikus inhibitoraik komplexei

3.Szubsztrat meéretszelekcio oligopeptidazokban:
dinamikus mozgasok vagy onszervezddes
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1. Szerin proteazok katalitikus mechanizmusanak
vizsgalata

Az acil-enzimet rovidebb enzim-szubsztrat
hidrogenkotések stabilizaljak

« Mindket kémiai reakcioban a merdlegesen
helyezkedik el a tamado csoport az amid-ill.
észtercsoport sikjara

Gly-193 “w" .

attacking water

Fodor K. et al Biochemistry 45 2114 2006



2. MASP-1 eés MASP-2 komplexek:
a specificitas molekularis hattere

A komplement a veleszuletett immunitas fontos eleme.

Enzimkaszkad rendszer a vérplazmaban.

Aktivalédasanak kezdeti lépései a MASP-ok aktivalodasa (lektin ut):

« Felismerd molekula (pl. lektin) kotdédése az idegen szénhidrat-strukturakhoz
« MASP-ok autoaktivalodnak (egylancu proenzim forma hasitasa)

« Szelektiven hasitjak és aktivaljak a
kaszkad kovetkez6 tagjat

A szubsztratkoté zsebek elnevezése:
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2. MASP-1 eés MASP-2 komplexek:
inhibitorok

SGMI-1 és SGMI-2 inhibitorok kifejlesztése:

Cél: a MASP-1 és MASP-2 egymastol fuggetlen
szerepének tisztazasa

« Kanonikus szerin proteaz inhibitor vazon

» In vitro evolucids (Fag bemutatas) technikaval
kifejlesztett inhibitorok

CACTLKACP...
P1-P1’

SGMI-1 .. FCTRKLCY..

SGMI-2 ..VCTKLWCN...
Inhibicids allandék (nM)
MASP-1 | MASP-2

SGMiI-1 7 58000
SGMI-2 n.m. 6

Heja D et al J Biol Chem 287:20290 (2012)



2. MASP-1 és MASP-2 komplexek:

proteazok
MASP-2 MASP-1
*A szubsztratkoto arok szuk *A szubsztratkotd arok szélesebb
*Szik specificitas Szélesebb specificitas
Szubsztrat/inhibitor | P4 P3 P2 P1 P1" P2" P3" || syyhestrat/inhibitor | P4 P3 P2 P1 P1’ P2’ P3’
C2 S L GR K I Q MASP-1 L M A RI F N
c4 G L Q RA L E C2 S L G RK I ¢
Clinhibitor S VART L L \ctinhibitor S VART L L
S T LR LI
Antitrombin Il I1 A G R S L N
EXIII V VPRG V N
SFMI-1 I C SRS L P
SGMI-1 F CTRZX L C




2. MASP-1 és MASP-2 komplexek:
Kiterjedt kolcsonhato regio

P1:
pg P9

p2' masodlagos

kotéhely
elsédleges kotdhely pg-p13
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Heja D et al J Biol Chem 287:20290 (2012)



2. MASP-1 és MASP-2 komplexek:
az S1 zseb atrendezbdeése
Komplexalatlan MASP-2 Komplexalatlan MASP-1

Heja D et al J Biol Chem 287:20290 (2012)



2. MASP-1 és MASP-2 komplexek:
az S1 zseb atrendez6dése

Komplexalatlan MASP-2 Komplexalatlan MASP-1
MASP-2.SGMI-2 e MASP-1.SGMI-1 e e

hy,

Heja D et al J Biol Chem 287:20290 (2012)



2. MASP-1 és MASP-2 komplexek:
indukalt konformacidévaltozas

Komplexalatlan MASP-2 Komplexalatlan MASP-1
MASP-2.SGMI-2 e MASP-1.SGMI-1 e e

A 3 hurok eltolédasa >> A P1 aminosav és R224 verseng

Q224 befordulasa a sohideért >> R224 kifordulasa
P1 Arg és Lys kotbdeése is kedvez6 P1 Lys kotGdése kedvezbtlen



3. Szubsztrat meéretszelekcio oligopeptidazokban
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A prolil oligopeptidaz csalad
« prolil oligopeptidaz, dipeptidil peptidaz IV, oligopeptidaz B, acilaminoacil peptidaz

N-terminalis a
hidrolaz domén
resze

Aktiv
hely

Propeller
domeén

Metszeti kép

Fulop V, Bocskei Z, Polgar L. Cell. 94:161 (1998)



3. Az oligopeptidazok kettos funkcioja

Katalizis:

» szerin proteazok

Méretszelektivitas:

Maximum kb. 30
aminosavas oligopeptidek
hidrolizise

Fulop V et al. Cell
94:161 (1998)

Aktiv-hely megkozelithetoség?

!

Rasmussen et al. Nat. Shan et al. PNAS 102:
Struct.Biol. 10:19 (2003) 3599 (2005)




3. Méretszelekcid: doménelmozdulas
A katalitikus és szelektivitasi funkcio szétvalik

Aeropyrum pernix acilaminoacil peptidaz

Dimer enzim, a monomerek egymastaol fuggetlenil lehetnek oldalt nyitottak vagy
csukottak

A nyitott forma inaktiv

Harmat et al. J. Biol. Chem. 286:1987 (2011)



3. Méretszelekcido: doménelmozdulas
A katalitikus és szelektivitasi funkcio szétvalik

(

A His-hurok kinyl'lé“é.or destabilizalodik.

W mozgékony

B merev
e csukott szerkezet

/\F‘:—"’_ﬂ
7‘ o As p

Harmat et al. J. Biol. Chem. 286:1987 (2011)




3. Méretszelekcio: doménelmozdulas
A dezaktivacio vizsgalata kovalens inhibitorral

A kis méretl
inhibitor megkotodott

Kis szubsztratok
bejutnak a zart
szerkezetbe

Klormetil-keton inhibitor
kotbdéséhez a Ser és a His
kOzelsége szukseges

Az aktiv helyet a szubsztratkotes nem,
csak a propellerrel valo kdlcsonhatas tudja
helyreallitani



3. Méretszelekcid: onszervezddés

Pyrococcus horikoshii acilaminoacil peptidaz
Hexamer enzim, merev szerkezet allandoé csatorna- €s uregrendszerrel

,belépd kapu” a
»belépdé kapu” a monomer oldaldn

AT __i-_,:_. "5 )
I B N P . hexamer oldalan

,belépd kapu”
a monomerbe

,belépé kapu” a
hexamerbe

¥y =
A Y 4

Q

Kiss-Szeman A. Szakdolgozat 2012



3. Doménelmozdulas vagy onszervez6dés?
Mi a multimerizacio oka?

Prolil-oligopeptidaz A.p. acilaminoacil peptidaz  P.h. acilaminoacil peptidaz
DIMER EXAMER

« Félig nyitott szerkezet stabilizalasa?
Molekuladinamikai szimulacio: nem

« Aggregacio elleni védelem? WALTZ (Nat. Methods 7:237 (2010))
A kozponti B-red6 széle amiloidképzésre hajlamos.
Védelme:

‘Monomerek: N-terminalis
*Multimerek: a szomszédos molekula



Osszefoglalas

1.Megfigyelhetd a szubsztrat és a katalitikus aminosavak
helyzetének finomhangolasa, ami a hatékony katalizist
biztositja.

2.A specifikus molekularis felismerés még rokon
szerkezeteknél is sokszinl lehet
(indukalt konformacio-valtozasok).

3.A szubsztrat méretszelekcidja oligopeptidazokban
dinamikus mozgasok vagy onszervezodés reven valosul
meg.

Az onszervezodeés az amiloidképzes ellen nyujthat
védelmet.
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