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Proteomika

the study of an organism's complete complement of proteins
Azonositas — funkcio felderitése

Proteom: The entire set of proteins expressed by a genome, cell, tissue or organism
in a given type of cells or an organism at a given time under defined conditions.

The 35,000 genes in the human genome can code for at least ten times as
many proteins; in extreme cases a single gene alone can code for over 1,000.

Szerkezeti proteomika

the high-throughput procedures for protein production, to the solution of the
structures of proteins and higher-order entities, via a multidisciplinary approach
involving molecular biology, X-ray crystallography, NMR and electron microscopy,
as well as bioinformatics analysis (+Mass spectrometry).

Szerkezet <+—>  funkcio

Szerkezeti proteomika modszerei |.

protein production

solution of the structures via
- molecular biology
- X-ray crystallography
-NMR
- electron microscopy
- mass spectrometry
- bioinformatics




Szerkezeti proteomika modszerei I.

Biolébgiai rendszerek szerkezetét a k6tések hierarchidja
Jjellemzi

Atomok Molekulak Makromolekulak:
. . I. fehérjék
protein production H P J
(o)
solution of the structures via Cc
- molecular biology N T 0 — —
- X-ray crystallography S > HN—C —C/
-NMR PR A o H-hidak
- electron microscopy R ‘ Van der Waals
- mass spectrometry - : ;= kolcsonhatasok
- bioinformatics Do lﬂj 4 nm
i |
elsédleqe 0.153 nm De: s6hidak
Néhdny szo a fontosabb mddszerekrél (szerkezeti proteomika |I.) kbtésekg ' : S-hidak is
I nm
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A szerkezetmeghatarozas menete
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Figure 1.1 Schematic of w-ray process

Scattering of x-rays is caused by differences in electron density, scattering of neutrons is caused by differences
in scattering power of different nuclei.

- A Ha az interferencidt kis sz6g alatt figyeljiik meg,
~ nsin o ezek a maximumok a nagyobb szerkezeti egységekhez tartoznak

A mért szog-fliggvényt modell-illesztéssel értékeljik ki.

2. Tomegspektrometria

Alapja: molekulak m/Z paraméterének meghatarozasa ionizalt allapotban -

makromolekulak 10-'?g-ja analizalhato
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3. NMR spektroszkdépia
Mag magneses rezonancia elv alkalmazasa a makromolekulakban NMR spektrumok

kiilonboz6 kémiai kornyezetben levé azonos fajta atommagok (1H, 13C, 15N)
megkiilonboztetésére. Kivalasztott atommagok ip6lusainak
kolcsonhatasabol atomi tavolsagok is meghatarozhatok
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T6bb dimenzios és korreldcios NMR mddszerek
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4. Elektronmikroszkdpia

Az elektron-nyalab hullamtermészete —
,anyag-hullam” F

minta

rugalmas sadedcbis

10-100 kV-al gyorsitott elektronok-> o
nagy sebesség, A kicsi -> nagy felbontds?

Az elektronmikroszkép
felépitése

— kicsi

d > L technikai okokbdl igen kicsi
num.ap.~ ~ 103

d>05nm

Nagyobb szerkezeti egységek

Probléma: mintatér vakuumban!

Szerkezeti proteomika maddszerei .

A kurzus célja néhany olyan szerkezet-meghatarozé maodszer részletesebb ismertetése,
amelyek

- Az Intézetben elérhet6k, hasznalatosak

- Agyors, els6dleges proteomikai szerkezet-meghatarozé mddszerek eredményeire
épitenek, abbdl inddlnak ki

- Afunkcidk szempontjabdl fontos, tovabbi szerkezeti pontositdsokhoz vezetnek

- Altalaban valamely kiilsé perturbécié hatasara adott valaszra alapoznak

- Aszerkezetet meghatdrozo kdlcsonhatdsok erGsségét tesztelik

Molekulak
ko6zotti kélcsénhatasok biologiai rendszerekben

Molekulaszerkezetek kovalens kotései ——+ kémia ?

Elektrosztatikus kolcsonhatasok
1. Coulomb kélcsbnhatas

q, és g, ponttdltések r tavolsagban

*
potencialis energia E o = 479
E*r

\

(relativ) dielektromos allandé




A relativ dielektromos allando &
wdielektrikum” : elektromos tér athatol az anyagon — Faraday)

Definicid: kondenzator kapacitasa alapjan U
fegyverzetek kézott vakuum —s U,
fegyverzetek k6zétt dielektrikum — U < U,

dielektrikum kivétele uv—U, (9,=q)

c:%, CD=UiO = C>C,
c _C _ £, >1 _F [CNEM _ N | elektromos térerssség
C, E g 'Coulomb C

A dielektrikum részecskéi polarizalédnak elektromos térben:
a fegyverzeten tarolt toltés er6tere csékken

&
viz 80

Két fontos kézeg
apolaros hidrokarbonok ~2

Jelent6sen modositjak az
elektrosztatikus kdlcsdnhatasokat

Nagy dip(’)lu\smomentumu vizmolekulak
%k
o l Q O % - E — ql qZ
Q.. A / @@QOC() o gxr
' Q08 7T
= @8% QU 0
L @3
Y60 BEES
" @@ ..§ - |
pl. Na* és CF @;ﬂQ QDOQ)
£=80, r= 0.3 nm E°b~f';xl;l.’/.m01 o @O NaCl disszocial vizben
e o v
Gyenge kélesonhatds! toltések eloszldsat

statisztikus fizikai modellek irjak le

A Coulomb-potencial termodinamikai értelmezése
ionos oldatban

E., az elektrosztatikus tér munkajat adja meg allando hémérsékleten
€S nyomason mikézben a téltések tavolséga végtelenrél ,r'-re véltozik

E., a G Gibbs potencial-valtozasnak felel meg AG = AH - TAS
miért lehet a Cb-potencialnak entropikus jellege?

Pl. vizes kézeg
k *
AS:_&AG:_i q91*4, :ql qZ@:A
or or ( E*xr ) gz xp Ol
vizre: -0.0046/K
TAS (T=300K) = - 1.384G
a Cb potencial ellen hat!
A Cb potencial nemcsak a kotési energiat fedezi (AH), hanem az
ionoknak a vizmolekuldkat rendezé (S cs6kken!) hatasat is!

A Coulomb-potencial-bdl szarmaztatott hidratacids energia

Born-energia

q 2

et
oG =LA % AG=-1 Iq'dq':zg*r

)

A végzett munka ha egy ¢ dielektromos
allanddju kozegbe, egy r-sugaru lregbe
q toltést viszlink be pl. hidratacios energia

o

Mekkora a végzett munka, ha egy iont (Na*) vizb6l egy makromolekula
v. lipid membran belsejébe akarunk atvinni?

-_——

~

— AG(s =80)— AG(¢ = 2) £ —355kJ | iyo! Nagy eértek!

L

AGtotal
~ -

r=0.095 nm, ion-radiusz ~—
Rashin, A.A., Honig, B. (1985) Reevaluation of the Born model of ion hydration. J.Phys.Chem. 89, 5588




2. Dipo6l-koélcsonhatasok

ponttoltés — dipdl, dip6l — dipdl, statikus dipdl, forgé dipol, indukalt dipol

Egyszerii példa: ponttéités — allé dipdlus

£ q*q _ q*q __gq*m*coso .
= — ~ — Sy -
el.sztat. ek 8*7"+ 8*.:]"2 m —q*l
e’ dip6lus-momentum
ha I<<r
er6sebben cstkken a tavolsaggal
Trend: minél bonyolultabb téltéseloszlasok hatnak kélcsén,
annal er6sebben cs6kken az energia a tavolsaggal
o m? *n’122 szabad rotdcié csékkenti a kh.
PI. két dip6lus E MozgiDip-Dip = # erésségét és réviditi a
+ orientdciés mozgds 3"k ¥ kT hatétavolsdgot

Setlow and Pollard: Molecular Biophysics, Chpt.6, Palo Alto, Addison-Wesley, 1962

Egy kilonleges dipdl — kdlcsénhatas
Diszperzids kdlcsonhatds
van der Waals koélcsonhatas
(London-féle erg)
Megjegyzések: .
-- @& molekulik polarizdlhatésdga: m=co*E

v\"elektromos térer6sség

-- & helyettn

gvfz >> n,. = E MozgoéDipélok <<E Diszp

-- formula érvényes, ha r >> |

1ia,*a, I,*1,| % Eztafaktort nehéz dltaléban

E —_ 4 2 71 2 : L. L N .

diszp 6. 24 [ +] | elméletileg meghatarozni, empirikus
r3n 1 & moédszerekkel hatdrozzéak meg

- speciélis eset: hosszukés alaku Il hidrokarbon lancok -1
5

fehérjék, membranok lipidjei diszp "~ r

Az elektrosztatikus kdlcsénhatasok potencialis energiajanak tavolsag-fliggése, és
atlagos energiaja

Koblcsonhatds Energia-fiiggvény | Atlagos kélcsénhatdsi
tavolsag-fiiggése | energia (kJ/mél)
ion-ion I’_l 200 - 300
ion - allé dipélus I"_Z 10 - 20
allé dipolus — 3 1-2
- 416 dipélus r
dip6lus — dipdélus 6 0.3
hémozgds mellett r
diszperzios 6 2
koélcsénhatads r

Hidrogén-hidas szerkezetek

AH---B Kélcsbnhatas 6sszetett: - kovalens

elektronegativ pillératomok: O, N, F - elektrosztatikus - diszperzios

A !

d < van der Waals rddiuszok 6sszege

‘ Viz - szerkezetek

Nagysdga széles tartomanyban fordulhat el6 -
AH (kJ/mol)
3-4kJ/m6l ————— 80— 100 kJ/m6l
alifds szénhidrogének enzimatikus katalizis H;0....HOH
12 - 35 kJ/mél gdz 23
biolégiai makromolekulak folyadék -14
jég -12 -30

Rendkiviili tulajdonsagok




Hidrogén-hidas szerkezetek
Biolégiai makromolekulak térszerkezetének kialakulasa

specialis szempontok: - kbtéserbsség fiigg a kérnyezettdl
- nem a AH hanem a AG vezérli

l?

AH....OH, +B....HOH *= AH....B +HOH.....OH,

- amidok és karbonil csoportok er6sen poldrosak, de
H-ko6tés csokkenti a polaritast — H-kétések er6sebbek
a fehérjék és lipid membranok belsejében

- network — forméaciék: H-donor atom téltéseloszldsa
megvaltozik —> né az elektronegativitis —>jobb
akceptor lesz— viz-klaszterek kialakuldsa, H-kétések
ldncolata fehérjékben

Weinhold, F. (1997) Nature of H-bonding in clusters, liquids and enzymes. J.Mol.Struct. 398, 181

Hidroféb kélcsénhatas
biolégiai makromolekulak belsé szerkezetében igen jelentés

foszfoglicerat kindz enzim viz-dobozban

loncsatorna-fehérje sejtmembranba agyazva

Az apolaros szénhidrogén-lancok egymas felé fordulva a viz-molekulakkal
val6 kélcsénhatdsokat cs6kkentik - hidroféb effektus

Hidroféb kblcsbénhatas — termodinamikai értelmezés
elv: szénhidrogének és viz kblcsb6nhatdsa energia-befektetést igényel

viz
viz - viz  szénhidrogén - szénhidrogén HO/H
dipdl — dipdl diszperzios kh.

\‘ERGS J

Mi hajtja a szegregdciot?
viz — szénhidrogén keveredés: AH >0

Jellegzetes hémérséklet-hatas Alacsony T (RT): A viz molekuldk
Magas T— diszperziés kh. er6sédik  rendezett szerkezetet alakitanak ki

viz-orientacioé gyengiil egymadssal az apoldros molekula
ASzeqr ~ AS oot -de AH<<0 feliileténél ——>S csékken, de
=>  AG= AG,e4,-AG 1401 <0 szegregdcional kevésbé, AH ~0

AG = AH = TAS = AG,,,AG o o< 0

szegr’

A A A - H i A ilt é ke dett all: t kozotti kiillonbség:
magas hémérseéklet: ,,H-driven szegregalt és az elkeveredell dllapot kbzdti Kilonbség:

szegregailt all: a 61 eredé entrop

alacsony hémeérséklet: ,,S-driven

Dill, K.A. (1990) Dominant forces in protein folding. Biochemistry 29, 7133

1

Hidratacios erék

et et et it it e

Makromolekulak feliileti toltései oy

'I:Q“‘-\- o ey
kélcsénhatnak viz-molekulskkal. ,?ék"{: RS
Molekula — molekula kélcsénhatishoz pivi 7 )

ekula - ; dshoz & Wx
a kotétt vizmolekulakat le kell valasztani.
A kotott viz-molekulak helyettesitése nagy LA , Y
energia-befektetést igényel. Rovid tavu kh. " }
rhidr ~0.1 rel.sztat
[ swmenese | et

[ ]l | el

Kiilbnésen jelentés: fehérjéknél
lipid membran-feliileteknél

Abeln, S., Frenkel, D. (2011) A ing for proteil Ivent facili design of ggregating lattice proteins.
Biophysical Journal, 100, 693




Tt elektron — kation kolcsonhatasok

téltés — kvadrupél (két dipol) (-=--- ]
és aro’ma’_s )
téltés — indukalt dipél jelleg — szf"’""”"e”
Trp
E,= —% Tyr
r Phe

Vizes k6zeg kevésbé csOkkenti mint a Cb-kh energiajat

E —Vviz " 0.5E Eg, viz . 0.05 E.,
deE ~ 0.25E,,

Gallivan, J.P., Dougherty, D.A. (1999) Cation- r interactions in structural biology. PNAS 96, 9459
(2000) JACS 122, 870

Kovalens (atomi/kémiai) kotések
energetikai leirasa

Harmonikus potenciallal kézelitik a kbtés egyensulyi
paraméterei kézelében:

1 2
Harmonikus rezgés a E, = 2 Px— )S\o)
kotés mentén /

r-z
m

mérése IR spektroszkopiaval : f 2 ¢
C — C kétés nyujtasa : ¢ = 275x10%kJ/mdl(nm)?
pl. 0.01 nm nyujtas > E>10RT

’ egyensulyi kbtéstavolsag ‘

Hasonlé harmonikus potencialok a kétés — szgek fliggvényében is.
— kétések kordili elfordulasok energidja ~ RT

Eddig vonzo kélcsénhatasok
Kotések kialakulasa: szterikus gatlas mellett

A

B E|>ot. \
—,, taszitas 0
},- T
m>n M
- 7 vonzas
r= kolcsdnhato részecskék tavolsaga Atomi radiuszok
r.= egyensulyi kétéstavolsag értelmezése

E,= kotési energia

A kotéstavolsag (r,=rp + rg) és kotési energia E, a kdlcsdnhatési energiafiiggvények
konkreét fliggveny-alakjatol fugg ( a és b)

Atomi radiuszok kiilbnb6z6 kélcsénhatasokban

Elem Rendsz&m Van dgr Waals Koyalens lonsugér lon
sugar (nm) sugar (nm) (nm)
H 1 0,120 0,037 - H*
C 6 0,170 0,077 0,029 (o
N 7 0,155 0,075 0,025 N*
o 8 0,152 0,073 0,140 [
F 9 0,147 0,071 0,117 F
P 15 0,180 0,106 0,058 [Pe
S 16 0,180 0,102 0,184 s%




Szterikus gatlas a Pauli elv alapjan:
Lennard — Jones potencial

A taszité potencialt az elektronfelh6k atlapolasa okozza —
révid hatétavolsagu kélcsénhatas
A vonzé kélcsbénhatast a diszperziés/van der Waals potencial adja:

B = (- )

Kotési energia

A makromolekulék szerkezete és komplex-képzése a
kdrnyezeti molekulakkal valo kélcsGnhatas jelenlétében
energia-minimum-allapotot jelent

Z0ld: fehérje

Sarga: ionok
44 kDa
tormaperoxidaz
enzim viz-ion
kérnyezetben
Piros-fehér:

vizmolekulak

Tovabbi szervez6dés sejtes szinten
- ,molecular crowding”

Kék:sejtmag

Piros: aktin
filamentumok

—

Zold:microtubulusok

A bioldgiai folyamatokban az energia-minimum-elvek
statisztikus jelleggel érvényesiilnek.

Kotések folyamatosan felszakadnak és djraépiilnek,
a koteserésségek hierarchidja alapjan

»,Szerkezeti dinamika”




Boltzmann eloszlas

N fiiggetien részecske - T, termikus egyensdly,

B & - rendszer egy mikrodllapotaban egy részecske
— energiaja
& (Az bsszes részecske konkrét energiadllapota definidlja)
Az N fuggetlen molekuldbdl all6 rendszer teljes energidja
- E=Yne Y n=N
¢,

a betoltési szdmok egy konkrét sorozata {no,nl,---}
€9 Mg jelenti a rendszer egy makroallapotat

Boltzmann eloszlas

Boltzmann eloszlas - fontos Gsszefliggések

kT
D = N Annak valészinlisége, hogy adott & energidju
Z allapot a rendszerben megvalésul
n; i

Z=Ye* allapotdsszeg

— /7 N
_&i"% _Ac|
_Ne ™ ;. kT 1, kT |,

\ 1
\ , Boltzmann
*<——4 faktor

-~ -

Két energiadllapot relativ betdltottsége

Boltzmann eloszlas - 6sszhangban a tapasztalattal

A
N, T termikus egyensuly n
T3>T,>T,
sks l«|k T 3 2 1
i
- Ne T
n, = 7 =
— &, N; . T
- 0 e,
—— I'II
iy T3>T2>T1
——— &,N E.—-¢€
PRy 1 To _As
ey | Lo KT T :
n N T
o _TI

Mit értsiink a biolégiai anyag , szerkezetén”?
Pl. makromolekularis konformacio ?

Energia-minimum igen sokféle kdlcsonhatas

Foszfoglicerat kinaz

Rontgenkrisztallogréfia
NMR

A konformacié sok ,mikroallapot” idébeli és térbeli eredéje
Homérsékletre érzékeny




Molekularis/makromolekularis szerkezetet kialakito
koélcsonhatasok

E, ~ elsédleges kétések : kovalens

ionos 2-6 eV/kotés
fémes
E, ~ masodlagos kétések
H-hid 0.1 - néhanyszor x 0.1
Hidroféb kolcsdnhatas ~0.1 elektronvolt

1 eV= 23 kcal/mole ~

. . ~ 100 kJ/mole
van der Waals dipdl — ponttoltés ~0.1-0.2

dipdl — dipal ~0.02

dipdl- indukalt dipol ~0.01

id6leges dipol ~0.02

(diszperzids)

Szerkezeti rend testhé6mérsékleten T=310 K

Kérdés: van-e olyan kétés a szerkezetben, ahol az energiaallapot
a kotott allapothoz képest éppen a kotési energidval magasabb?
tobblet-energiaval biré
kotések szama
_ Ek
n_ _ FT N
¢ %N
nk&t('itt

KT ~ 0.027 eV T=310K,

k=1.38x1023J/K Boltzmann allandé
RT ~ 2.6 kJ/madl

kT — =

Szerkezeti rend testhomérsékleten T=310 K

Kérdés: van-e olyan kotés a szerkezetben, ahol az energiaallapot
a kotott allapothoz képest éppen a kotési energidval magasabb?
tobblet-energiaval biré

kotések szama
_ Ek
n_ _ e M n
Pyt N

kT ~ 0.027 eV T=310 K,

k=1.38x1023J/K Boltzmann allandé
RT ~ 2.6 kJ/mol

Szerkezeti rend testhomérsékleten T=310 K

0.027 eV — Ek /

Termikus okokbdl elsédleges kétések
Mésodlago s kbtések nem szakadnak fel testhémérsékleten
H-hidak

plE,=01eV (1-7 kcallmole)

_ oleV
% re 00UV 53 =2 46x107% ~ 2.5%

Hidrofob kélcsénhatasok,
van der Waals kélcsénhatasok

elsédleges -> van der Waals/diszperziés
E, kT

A masodlagos kotések jelentos szamban
felszakadtak testhé6mérsékleten —— szerkezeti dinamika




A szerkezeti dinamika alapvetben fontos szerepet kap a
bioldgiai makromolekulak funkcionalis kélcsénhatasaiban

tormaperoxidaz enzim foszfoglicerat kindz enzim
nanosecundum-os id6étartomany  millisecundum-os id6tartomany




