Sejtszintl biologial szabalyozas

Kis G fehérjék — P-loop ATPazok
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Mit kell megjegyezni?

E Szamos jelatvivd, id6zité és motor enzim (P-hurok NTPazok) k6zds nukleotid-kotd és -hidrolizalo
(NTPaz) enzim-6stél szarmaztathatd
E Miozin
E Kinezin
B G-fehérjék
E Adenilat-kinaz
E DNS-modositd enzimek (RecA)
E Anukleotidk6td zsebet felépitdé konzervalt motivumok szerkezete és topoldgiaja (térbeli elrendezédése)
hasonlo ezekben az enzimekben
E Divergens evolucio réevén ezek az enzimek valtozatos biologiai funkciok ellatadsara szakosodtak
E E funkciok mindegyikének alapja az NTP (leggyakrabban ATP vagy GTP) —hidrolizis, amely
energetikailag kedvez6 (folymatok hajtoerejéiil szolgalni képes) reakcio
E Az NTP-hidrolizis minden esetben ,be van fogva” valamilyen modon, azaz valamilyen kapcsolt
reakcidban jon létre az informacio-tovabbitas (jeladas, iranyitott elmozdulas)
E Akapcsoltsag allosztérikus mechanizmusok réevén, partnerfehérjékkel kélcsénhatva jon létre
E Az NTPazok 6nmagukban lassu enzimek, biologiai hatasuk a partnerfehérjék (GAR,
GEF=GNRP=NEPR, egyéb effektorok) altali aktivacio altal jon létre
E A partner-aktivacio nélkil az NTPaz mikddés energiapazarlé ciklusokhoz vezet(ne)
E Abiologiai funkciéhoz elengedhetetlen a kildnbdz6 reakcioutak kdzotti szabalyozott valasztas
E E valasztas termodinamikai és/vagy kinetikai kapcsoltsagi mechanizmusok révén johet létre
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P-hurok NTPazok k6z6s szerkezeti magja

Miozinok
Kinezinek
G-fehérjék
F Kis GTPazok (jelatvitel:
differenciacio, novekedés,
tapanyag-érzékeles,
vezikulumtranszport)
F Ras (p21ras)
F Rho
E Arf
E Transzlacié-iniciacios és -
elongacios faktorok
¥ EF-Tu
E Heterotrimer jelatvivé G-
fehérjék a-alegysége
Egyéb csaladok Lila: koz0s szerkezeti mag
Kék: egyedi funkcidkat biztositd hurkok
Z06ld, narancs: miozinok és kinezinek k6zds inszercioi
Piros: csak a miozinra jellemzé erétovabbitd (erdkar)

Gerincesek
fényérzékelésében

fontos,

< rodopszinhoz kotve mikodik
Transducin—a

Vale 1996
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A nukleotidkoto zsebet alkotd konzervalt motivumok

Nucleotide Binding Motifs

,B-PO, PO, ¥PO,  Purine NCD Ras
G Proteins  GxxGxGKS/T T DxxG  NKxD "

Switch |

N-2

Switch |

Kinesins GQTXXGKS/T NXXSSR DxxGxE  RxAP N-4

Myosins  GESxxGKS/T NxxSSR  DxxGXE NP

Nevezéktan

EN-1 = G-1 = P-hurok = Walker A motivum
EN-2 = G-2 =switch 1

EN-3 = G-3 = switch 2
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A nukleotidkoto zseb konzervalt szerkezete

Kinezin miozin p21Ras

Z0old: P-hurok (N1)
Lila: switch-1 (N2) Piros: konzervalt Asp (Mg-koordinacio)
Kék: switch-2 (N3)

- ) ) Narancs: Konzervalt Ser/Thr (y-foszfat koordinacio)
Sarga: konzervalt B-szal Kull 1998
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Az NTPaz doménm ag Nucleotide Binder

topoldgiajanak evolucioja

E Minden konzervalt elem %' W}'

visszavezethet6 az ,6s-NTPazra
E Amotoroknal féleg az N-terminuson, a

G-fehérjeknél féleg a C-terminuson
torténtek inszerciok W %

Proto-Motor

l L] 5 1 F o

Motor Proteins

{ {
Z0ld: P-hurok (N1)
Lila: switch-1 (N2) S B8 -
Kek: switch-2 (N3) ¢ N

Sarga: konzervalt B-szal G-Proteins
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GTPaz enzimciklus
Guanine nucleotide e
release protein diss-GDP
(= GEF: guanine
nucleotide
KIKAPCSOLT
BEKAPCSOLT

exchange factor)

B Bekapcsolas: GTP-kotés K cat-GTP

F Kikapcsolas: GTP hidrolizise GDP-vé

Az enzimmikodés hatasa a jelatvitelre

E AGTP hidrolizis és a GDP-felszabadulas sebességi @

alland6i meghatarozzak a bekpacsolt (GTP-kotott) illetve

kikapcsolt (GDP-kotott) fehérjék aranyat a sejtben: S
P ( ) : y : GTPase activating

GTPaz.GTP]/ [GTP4az.GDP] = Kyiss.cpp / Keat. i
[ 11 ] diss-GDP ! Keat-GTP  \\ 1 jcen g o2 protein
Partnerfehérjék allosztérikus aktivalé hatasa ilyesmit? (egyensulyi

E GAP: GTP-hidrolizist aktivalja allando és sebességi

¥ GNRP vagy GEF: GDP-felszabadulast aktivalja allandék? )

Bourne 1991

wrwnwr. mk-lalb. org




RAS fehérjék

receptor

* G proteinek csalddjaba tartozé GTPaz we" oovniaor OUTSIDE OF CELL
fehérje
plasma membrane
* A sejtmembran belsé oldaldhoz _ollem - @ ﬁ ‘
rogzitett (prenilacio)

» Sejtnovekedést, sejtciklust, GDP GTP
szabalyozo jelatviteli folyamatok NSRS 0. .
jeltovabbité molekulaja o |

* Molekularis kapcsold: GTP-kapcsolt 1 @ K —— @ ERK ERK
(aktiv) és GDP-kapcsolt (inaktiv) ol
forma l CYTOPLASM

Transcription



G-fehérjék mikodese
altalanos molekularis mechanizmus

BEKAPCSOLT

guanine
nucleotide K giss-GDP
exchange factor)
J<IKAPCSOLT

P1

Két fontos sebesseqi allando: K cat. CTP

Keat GAP-nelkili alapaktivitas NAGYON alacsony

Kgiss.cpp GEF-nélkiili csere NAGYON lassu @

GTPase activating
protein



KRAS mikodése

. GTP-hydrolysis

RAS-GTP
switch 1 és switch 2
kotédik: RAF, PI3K stb

o @

RAS-GDP RAS-GTP

(off) \\

Gop/GTP S _E 4

- ;‘,,
kicserél6dés ?‘ Y
,,_;.'(}}‘3-{ e t'*."‘h‘
B OR
Tt A O
v A GRS

GEF complex

GAP complex

Nat Rev Drug Discov. 2016 Nov;15(11):771-785. doi: 10.1038/nrd.2016.139. Epub 2016 Jul 29.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27469033
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KRAS On / Off

GTP (GDP-P) kététt (ON)
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GDP kétott (OFF)
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RAS lzoformak

Ras
1 85 165 Mg2+/nucleotide binding
Isoform sequence identity 100% 90% 15% -
X " ™ . Effector binding
Functional domains J \
)k Membranes binding/trafficking
Common mutations 12 13 61
Switch | Switch Il
10 20 30 40 50 60 70 80 90

H-Ras MTEYKLVVVGAGGVGKSALT QL IQNHFVDEYDPT | EDSYRKQVV IDGETCLLD | LDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFA INNTKSFEDI HC

N-Ras MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPT | EDSYRKQVV IDGETCLLD| LDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFA INNSKSFADI N
K-Ras(4B) MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQL IQNHFVDEYDET | EDSYRKQVV IDGETCLLD | LDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFA INNTKSFED | HH
secondary | ] [ ] [ ] | [ ] 1 ]

structure p1 al p2 B3 a2 B4 a3
100 110 120 130 140 150 160 170 180
H-Ras YREQIKRVKDSODVPMVLVGNKCDL AARTVESHQAQDLARSYG IPY | ETSAKTRQGVEDAFYTLVRE | ROHKLHKLNPPOESGPOOMECKEY LS
N-Ras YREQIKRVKDSODVPMVLVGNKCDL P TRTVDTKQAHELAKSYG I PF | ETSAKTRQGVEDAFYTLVRE | ROYAMKKLNSSDOGTOCOMGLECY VM
K-Ras(4B) YREQ!KRVKDSEDVPMVLVGNKCDLFPSRTVDTKQAQDLAHSYGIPF | ETSAKTRQGVODAFYTLVRE | REHKEKMEKDERKKKKKSK - THCV |
secondary 1 [ ] [ A ] [ ]
structure B5 ad p6 a5

© 2012 American Association for Cancer Research

Cancer Research Reviews

AR

. Cancer Res. 2012 May 15;72(10):2457-67. doi: 10.1158/0008-5472.CAN-11-2612.
. A comprehensive survey of Ras mutations in cancer.
. Prior 1A, Lewis PD, Mattos C.

. PMID: 22589270 PMCID: PM(C3354961 DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-11-2612
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DGlzp°z"°§|<RAs izoformak: G12-C, D, V

Switch | Switch Il

KRAS 4A MTEYKLVjﬂGAGGVGKSALTIQLLQNHEUDEYDPTIEDSYRKQVVIDGEICLLDILDTAGQEEY
KRAS 4B MTEYKLVWGAGGVGKSALTIQLIONHEVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEY

R R b b b b b i b b i b b b i b b i b b b I b b db b b b i b b b b b b b b b b e b b b b b b b b b I b b b i b b b b b b b g ¢

KRAS 4A SAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKRVKDSEDVPMVLVGNKCDLPSRTVDTK
KRAS 4B SAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKRVKDSEDVPMVLVGNKCDLPSRTVDTK

* Kk % R b b b b b b e b b b A b b b b b b b b b b e . i . . i . . i . . i i . . di. . di. g S A b b i b b i b b i i b

KRAS 4A QAQDLARSYGIPFIETSAKTRQRVEDAF GCVKIKKCIIM

KRAS 4B QAQDLARSYGIPFIETSAKTRQGVDDAFYTLVRETIRR :
NTJk|EQtJ% W&ﬁ%fgﬁ%%%ﬁ%%ﬁ t

AUMgfikété&******* ko kK ok ok ok ok kKK

Effektor kotés

Cancer Res. 2012 May 15;72(10):2457-67. doi: 10.1158/0008-5472.CAN-11-2612.
A comprehensive survey of Ras mutations in cancer.

Prior IA, Lewis PD, Mattos C.

PMID: 22589270 PMCID: PMC3354961 DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-11-2612
Alapjan sk.
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Proc Natl Acad Sci U S A. 2015 Jan 20;112(3):779-84. doi:
10.1073/pnas.1412811112. Epub 2015 Jan 5.

K-Ras4A splice variant is widely expressed in cancer and uses a hybrid membrane-
targeting motif.

Tsai FD, Lopes MS, Zhou M, Court H, Ponce O, Fiordalisi JJ, Gierut JJ, Cox AD, Haigis

KM, Philips MR.
PMID: 25561545 PMCID: PMC4311840 DOI: 10.1073/pnas.1412811112
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C12 mutacio RAS-GAP szerkezetre

G12 pozicio
Cisztein mutans (mindkét konformer) —

piros korongok sztérikus Utkozés -pal

Barmi, ami glicinnel nagyobb, ugyanezt fogja eredmeényezni



KRAS mikodese és a G12 mutacio hatasa

GTP-hydrolysis A GTP foszfatot koordinald P-loopban 1évé

G12-es pozicidjanak mutacidja

RAS-GTP

GAP ook interaction v
with RAF, KRas-GAP kdlcsdnhatds sztérikus gatlas
P|‘3K ect. kovetkeztében nem tud létre jonni

- d ¥

RAS-GDP RAS-GTP . . . . , . ,
(off) jelentGsen csdkken a GTP hidrolizis sebessége,

\ mivel nincs ott a GAP reakciot el6segitd Arg-
fingere.

Nucleotide & % & U

©

Exchange S, 2
GDP to GTP (3 i, " ran \ A kapcsolé bekapcsolt dllapotban marad
/ ' o > onkogén transzformacié
GTP , GDP

GEF complex

Nat Rev Drug Discov. 2016 Nov;15(11):771-785. doi: 10.1038/nrd.2016.139. Epub 2016 Jul 29.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27469033

KRAS-inhibitor tervezési stratégiak

1) Az allosztérikus inhibitorok, melyek gatoljak az
effektor kot6dést
a rendszer sajatossagai miatt nem kecsegtet

sikerrel.
- RAS-GTP (flexibilis kot6hely, és a nagy fellileten bekoét6dé
Gpcomp.ex interaction | fehérje partnerrel nehezen konkurral egy kis
with RAF, molekula, rdadasul mivel allosztérikus nehezen
P|‘3K ect. lehet mutans-specifikus)

2) a GTP-t nem lehet kiszoritani mert nagyon kicsi
a Kd-ja,

A GDP kotott Ras lesz tehat a target, ezért olyan
mutanst kell vizsgalni aminek van GTPaz
aktivitasa (G12C kozel wt aktivitas, G12D
csokkent aktivitas, G12V praktikusan inaktiv?)

© <

RAS-GDP RAS-GTP

(off)

3) G12C-re kovalens inhibitor ARS853
GDP kotott Ras-t stabilizalja

GDP

R IC;, ARS853 kb 1 uM
Lenne itt még mit javitani! 18

GTP



Motor és G-feheérje aktivatorok

Transition 1 2 3 - G Proteins
G Protein
Protein-NTP - Protein-NDP-Pi — Protein-NDP —  Protein + NDP : Target
¥ GTP (active) '
Rate (sec™ ) i
Transition Ras Myosin Kinesin o | GAP
e G Protein 1/ "
|. Bond cleavage Target
— GAP/Polymer 0.0003 50-100 9 L GDP (Inactive)
+ GAP/Polymer 15 30 100
2. Phosphate release Motor Proteins
— GAP/Polymer - 0.1 >9
+ GAP/Polymer <100 20-80 13
Detached
3. NDP release
— NEP/Polymer 0.0004 | 0.01 Actin
+ NEP/Polymer 0.8 300-500 40 Actin
GAP és NEP (aka GEF, GNRP) hatasa: _ Attachied
NAGYSAGRENDEK! —— SfeE -

[GTPAz.GTP]/ [GTP4Z.GDP] = Kyee.cop / Keat.1e FOCES- SR



G-fehérje ciklus szabalyozasa

E Bazalis (intrinsic, ,aktivalatlan”) sebesseégi allandok (GTP-hidrolizis, GDP-
felszabadulas) nagyon alacsonyak (< 0.001/s)
E GTP ill GDP-affinitas (107 — 101 /M) sokkal magasabb, mint a sejtbeli nukleotid
koncentracié (> 104 M)
E Arendszer a nukleotid-koncentracio valtozasara nem érzékeny
E Am(ikddés kdzponti eleme a szabalyozott (idézitett) nukleotid-kicserélédés
E Aciklus ,egyeniranyitasanak (GDP-GTP kicserél6dés) mechanizmusai GTP-
F felesleg
F Nagyobb affinitas GTP-hez, mint GDP-hez
E Tovabbi kotépartnerek kapcsolodasa
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A GNRP harmas (terner) komplexben fejti ki hatasat

Altalanos NTPaz (X)
F inaktiv (GDP-kotott) forma
F aktiv (GTP-kotott) forma

B GNRP

EF-Tu transzlacios elongécios faktor
E EF-Ts: konstitutiv (nem-reguléalt) GNRP

E GDP-GTP kicserél6dést felgyorsitja — hatékony

fehérjeszintézis
F Aminoacil-tRNS: a GDP-GTP kicserélédés
hatékonysagat néveli

F Erésen kot EF-Tu.GTP-hez (EF-Tu.GDP-hez
nem)

F Areakciét a GDP-GTP kicserélédés felé hajtja,
annak ellenére, hogy az EF-Tu GDP-affinitasa
nagyobb, mint GTP-affinitasa

F Nem minden EF igényel GNRP-t (pl. EF-G: peptidil-
tRNS A-P transzlokéacidja) — komplex szabalyozas

Heterotrimer jelatvivo fehérje a-alegysége
B R*: hormonreceptor (GNRP)
F By alegységek: a GDP-GTP kicserél6dés hatékonysagat
novelik
F Receptor kotédéshez elé6zdleg kotnilk kell a By
alegységeknek az a.GDP-hez
F a.GTP-rél a By alegységek gyorsan disszocialnak
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Altalanos séma

Fehérjeszintézis

Jelatvitel
heterotrimer



A GEF-aktivalt nukleotid-kicserélodés altalanos

mechanizmusa

A GEF a switch-1 és switch-2
atrendez6dését indukalja —
Mg-disszociacié — nukleotid-
kicserél6dés

wrwnwr. mk-lalb. org

Milyen aminosavnak

P-loop és
switch 2
NEM kapcsolodik

P-loop és

switch 2
kapcsoladik, igy a
P-loop mar nem koti
erGsen a GDP-t

Thomas 2007




Aktin-indukalt Mg-nukleotid-kicserélodés miozinban

Kék: P-hurok
Rézsaszin: switch-1
Sarga: switch-2

Switch 1 és

switch 2
kapcsolodik, igy a
P-loop mar nem koti
erosen a GDP-t

Kovéacs 2010
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Termodinamikai kapcsoltsag

Két ligandum (X, Y) allosztérikus
kotddése ugyanazon célfehérjehez (P)

Energiavaltozas utvonal- ¢ }
flggetlensége miatt: @ @X

Kx
Kx * Kxy = Ky * Kyx
’ Ky lT Kxv lT
KX / KYX — Kyl KXY Y(F)> S Y@X
Kyx
Mindegy, melyik dton megylink, ugyanoda

jutunk,
igy a ciklus teljes deltaG-je ugyanaz lesz

wrwnwr. mk-lalb. org

DeltaG és egyensulyi allandok kapcsolata!



Termodinamikai kapcsoltsag

: L Két ligandum (X, Y) allosztérikus
Nincs kapcsoltsag: kotédése ugyanazon célfehérjehez (P)

A ket ligandum nem befolyasolja

egymas kotédéset @ ¢ 3 @ X

E ., | || 40 K
(asszociacios allandok!) KY lT KXY lT
X kotédése erfsiti Y kotdédéset
(és forditva!)
, , —
Negativ kapcsoltsag: Y(P) — Y@X
(asszociacios allandok!) YX

X kotédése gyengiti Y kotoédését
(és forditval)
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Termodinamikai kapcsoltsag

NINCS POZITIV NEGATIV
A P P P

\PX \px PX
o
®
=4 YP YP YP
g
% YPX
%

YPX JKevésbé meredek”
(= kedvezbtlenebb), mint a
YPX P — PX kotodeés

,Meredekebb” (= kedvezdbb),
mint a P — PX kot6édés

wrwnwr. mk-lalb. org



Termodinamikai kapcsoltsag

MEGJEGYZESEK

F Ha X és Y azonos: kapcsoltsag = @ et @ X
kooperativitas (nincs, negativ, pozitiv)
E Ky-nek és Ky-nak nem kell feltétlendl KX

kotodeéssel jarnia (elsérendii

szerkezetvaltozas is lehet, pl. KY lT KXY lT

miozin aktinkotése esetén, Id lent)

nyitott arok K zart arok

- $—
SES v 5 vex
ke 1T I« KYX

K. Hazi feladatban
Ras-sal kell
majd foglalkozni

gyengen kotott erésen kotott
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