Sejtszintli bioldgiai szabalyozas

Szabalyozas é16 rendszerekben

2018 ész

Targy adatai

Oktato: Vértessy G. Beata, egyetemi tanar
(vertessy@mail.bme.hu)

Oktatasban résztvevé munkatarsak:

Nagy Kinga, tanarsegéd

Dr Szabé Judit Eszter Bolyai+ 6sztdndijas tud. munkatars

Suranyi Eva doktorans

Racz Gergely doktorans

Molnar Petra doktorans

Idépont és hely :

Eléadas: Hétf6 11:15-15:00, Ch 201 terem
11:15-12:45 el6adas
12:45-13:45 ebédszlinet
13:45-15:00 megbeszélés

Labor: Szerda 10:00-16:00 Ch 1. emeleti labor
Vizsga: El6adas anyagabdl irdsbeli vizsga lesz

Laborjegy: a laborgyakorlatok elétt beugré ZH eredménye: 30%
a laborgyakorlatokrél beadott jegyz6kényv: 70%

Kurzus felépitése
Fehérje/organellum/sejtszintii szabalyzasi témak

Eléadasok
Sor- |Datum Ora anyaga
szam | (hénap,nap)
1. szept. 10. Fehérje szerkezet és funkcié kapcsolata: allosztéria
2. okt. 1. Kis G fehérjék — altalanos jellemzék
3. okt. 8. Génexpresszié szabalyozas |
4. okt. 29. Sejten beliili transzport
5. nov. 5. Génexpresszié szabalyozasa Il — epigenetika
6. nov. 12. Sejthalal folyamatok szabalyozasa
Laborok
Sor- |Datum Labor anyaga
szam | (h6énap,nap)
1. szept. 12. Kinetika
2. okt. 3. Kotodés vizsgalat
3. okt. 10. Expresszalt fehérje, tisztitas
4 nov. 7. Expresszios szint vizsgalat

Mikor lesz leginkabb hasznos
ez a targy?

Pontos megértése a mar meglevé

koncepcioknak

Honnan tudjuk ezeket a dolgokat?

« Ertsiik meg a megismerés folyamatat:

— a benne 1évd innovativ dtletekkel!

—a benne 1év6 limitaciokkal!

Biztos molekularis tudas

Gondolkodas: mire lehet felhasznalni?
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Mikor lesz leginkabb hasznos
ez a targy?

+ Kisérletek tervezése molekularis alapon
» Konkluziv fogalom megértése
* Mit és miért mérink?

—a benne 1év6 innovativ dtletekkel!

—a benne lévo limitacidkkal!

— pozitiv és negativ kontrollokkal

Fehérje szerkezet és funkcié kapcsolata

Y —" molekularis szintii
szabalyzas

alkalmazkodas

Az elb6adas témai
»Molekularis felismerés tipusai
»Enzimreakcié kinetikaja
»Enzim inhibicié

Informacioatvitel ligand kotés utjan
» Kooperativitas.

> allosztérikus szabalyzas
Biolégiai példak.

A leggyorsabb és legaltalanosabb médszer:
reakcio sebességének befolyasolasa az enzimaktivitas
kozvetlen és altalaban reverzibilis valtoztatasa révén.
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Ligand kotés jellegzetességei
Enzim-szubsztrat komplex

1. 3D kotéhely, az alkoto oldallancok szekvencialisan tavol helyezkednek el

2. Térfogata elenyész6 a teljes enziméhez képest
A fehérjeszerkezet jelentés része vaz- (scaffold) funkciéval bir

Why are enzemes
so big??

Kémia:

Prébaljunk ebbél tanuln
Szupramolekularis
katalizis

Aminosavak: oldallanc és félanc

Monpolar, alphabetical R groups

coo coo coo
+ 1 + 1 + 1
Hfi— = H H= £ H H = = H
H oH, EH
o, EH,
Glycine Aladine valine
coo” coo” coa”
H_t— E—H H_ti— E—H ez
Sk e el
2 L) H N TeH:
CHa H—C—CH3 i I
1 H,C— F3
JEH CHa» -
cH, BH, b";
Leucine Isoleucine Proline
Polar, uncharged R groups
coo” coo” coo”
+ 1 + 1 + 1
HoN— C—H HN— C—H HaN— C—H
CHOH  H—C—OH EHa
TH, SH
Serine Threonine Cysteine
coo” coo” coo”
HoM— C—H H M= C—H H = £ H
THa oH CHa
CHa c CH3
S quf = (I:
o
0 oS
5 Hal o

Methionine Aspargine

Glutamine

Aromatic R-groups
coo” coo” coo”
gl ] 0
H = €= HN— C—H H3N— C—H
CHa CH2 F-Hz
C=cH
H
OH
Phenylalanine Tyrosine  Tryptophan
Positively charged R groups
coo coo” coo”
+ T T ]
HaN— C—H HgN— = H HgN— =
H= HMa M=
cH cH C—mMH
&s &s | =
i 1 c—n"
e, et 5
FhH NH
Lysine Arginine  Histidine
Negatively charged R groups |
coo” coo”
FE T
H = €= H = €=
e o MEG KELY
coo” Ha TANULNI
coo”
Aspartate Glutamate MEG KELU
ERTENI

Madartavlat

3 fehérjelanc: kék, z6ld, sarga szalag

harom ligandum: golyo-palcika/atomi szinek

Kozelké

p Mik lehetnek
Monomer B a piros golyék?

Asp3;

1%,
= *'
N Pe o TS0

Gl
? e

-\

Ligandum koordinalasa: golyod/pélcika
atomi szinek, Mg lila

Barabas O, Pongracz V, Koviri J, Wilmanns M, Vértessy BG.

JBC. 2004;279(41):42907-15

ATOMI SZINEK:
Kék: nitrogen, piros: oxigén
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Gyenge masodlagos kolcsonhatasok 6sszessége
Hidrogén-hid kotés

\(ﬁ/ \(”:/
Hidrogén Nl Dok NN S
o N 0 0o 0O N .
donor = £ 2 g E = Hol vannak ilyen
Hidrogén }‘I P‘I }‘I P‘I }II II{ csoportok a fehérjékben?
akeeptor
o) 0O 0O N N N
I I I NN
Hidroféb effektus
Az energianyereség a viz L
entropiajanak van der Waals kétések m —m kolesonhatas
névekedésébdl szarmazik. _ =
Hidrofob effektus 5 it
z van der Waals
g / contact distance
% P Distance
& ! DNS kett6s hélix
£
£ Trp, Phe, Tyr
g
" vl Kizkrodiic a Koiipledsianter ' 1 3
kétofelszinek kozil

Gyenge masodlagos kolcsonhatasok 6sszessége

Kovalens és ionos kotés
osszehasonlitasa

atoms atoms

CN N N
© 000
S S
ﬁ?ﬁgg Y@%ﬁ o
@
) 5 ()

o-
molecule positive negative
ion ion
covalent bond ionic bond

Figure 2.6 Essential Cell Biology, 2/e. (© 2004 Garland Science)

Ligand kotés modellek

Kulcs-zar hipotézis (E. Fischer, 1894)

Substrate
+ —

Active
site

ES complex

Enzyme

Ligand kotés modellek

Indukalt-illeszkedés (“induced-fit”)
(D. Koshland, 1958)

Substrate %
+ %

ES complex

Enzyme

16
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Ligand kotés modellek

llleszkedés lehetéségek

Kulcs-zar

Induced fit

%

A

Fluktuacioés fit
Straub, 1960

= |

NIV
® @

—_ N
A — (aka
»conformational
selection”
Vertessy, Orosz, Bioessay, 2011 1 7

ENZIMKINETIKA

S

% (%

Sokasag-
megkozelités

Kinetika: sebességi egyenletek irjak le a komponensek
megjelenését és eltlinését.

- Alapvetd biomérnoki ismeretanyag része

- Biomérnoki miiveletek (Sevella Béla) 1 8

MICHAELIS-MENTEN megkozelités
Kezdeti sebesség feltétele

Feltétel : Megoldas:
(ES) komplex stabil, A termék keletkezés, kezdeti, linearis
mérés koriilményei alatt [EP] szakaszan mériink,

t=0 pontra extrapolalt egyenest illesztiink->
V,, kezdeti sebesség ; [P] > 0

k1 ko
E+S<=ES—E+P 4

nem halmozoédik fel
Equilibrium

[S4]

k.

Ko 2 L [s:]

3
@ g [s2]

o
[S1]

Ky
E+S = Time —

k4 Szépséges gorbék, de mi a valéség?

MICHAELIS-MENTEN megkozelités
Rapid equilibrium

* Feltételek:
— egy szubsztrat (ha tobb, egy valtozik, a tobbi allandd)
- [S] >> [Etotal]
— T, pH, u (ionerd) allando
— ES komplex gyors képzédése: k, <<k,[s] , k4

K =£ E +P
5 k_l
V = d[P}/dt = k,[ES]
S
V = Vmax Vmax :k'"ED
K, +8 —
20
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BRIGGS-HALDANE megkozelités

kvazi steady-state allapot Kinetikai paraméterek jelentése |I.

Vmax: Maximalis reakciosebesség, amikor minden enzim aktiv hely telitett

k1 k2 Vv -> Vmax [S] ->
E+S =ES T E+P [Vimax]=M"""s" enzim koncentracié fiiggés
k_, 2

Keat= Vimax/Eo katalitikus allandé/atviteli szam (turnover number)
+ feltétel: kvazi steady-state allapot

egy enzim molekula altal adott id6egység alatt
Rovid felfutasi szakasz utan az [ES] mennyisége kevéssé valtozik.

d[ES)/dt ~=0 atalakitott szubsztratmolekulak szama. Vi
® | ) s L
° [keadd =1 €nzim koncentraciotol |
m = (k_s+ ky)/k, | ] fliggetlen mennyiség i
5 [s] 72, Vo2 |-~
E Equilibrium é
V. [S] g ) V. = Vmax[s] H
V. = max © [ES] 0 K + [S]
0 Km + [S] Steady state: IS/t~ 0 [F) m Substrate concentration [S] —
P e 21 22
Kinetikai paraméterek jelentése |II. Kinetikai allandok meghatarozasa:
Ky: Michaelis allandé kettés-reciprok (Lineweaver-Burk) abrazolas

[Kul = M ; koncentracié dimenziéju mennyiség
az enzim affinitdsat mutatja a szubsztrathoz
Kyv a Viad/2-hoz tartozo [S]
Ha (!) ko<<k,, Ky~=K; , ebben az esetben disszociaciés allandéra jellemzé-

*Adatpontok hibaja nem
linearis

* nem Michaelis-Menten
kinetika értelmezése

1/V | Slope = Ku/Vinax
k../Ky: katalitikus hatékonysag

[kcaI/KM] =MT*s ! ;

az enzim szubsztrat felhasznalasi képességét mutatja

Keata o Vonax Intercept =—1/Ky

‘//' EA Vinax

|
E 3 ~— Intercept = 1/Vpax D210 < 05772
% Kean \é/“ g R0 0638
EB —» %5) v
max 2---

H i 0 /5] ;

i*3 I

3 ! |

Vinax[S] . ! *)
I

max
Vo

= Egyszeri, atlathato,
Km + [S] Substrate concentration [S] — Kénnyen szamithat6é paraméterek.

23 24

A reciprok abrazolas felnagyitja a hibat




Hibanovekedés kikeriilése: Eadie-Hofstee abrazolas

« ™ Eadie-Hofstee Plot

v,/ [8]
Megbizhato kinetikai paraméterek nyerése:
v/[S] gorbe regresszids fiiggvénnyel illesztése

15 Enzyme activity- CTP substrate titration

)
= = CTP titration
- — y=Vmax*x/(K(M)+x
g y= (K (M)+x)
o 10
7]
]
2 Model: michaelis-menten
2 0s Chir2/DoF = 0.00466
° RA2= 0.96789
T
N Km 4365 .75.1
Vmax 1392 0086
X oof
0 500 1000 1500
[CTP], pM 25

ENZIMGATLASOK
szubsztrz’zt k%rzﬁ)?:grfv

* reverzibilis

szubsztrat

— kompetitiv
« ESV.EI
— nem kompetitiv
. ESI nem-
— kevert (“is-is” kompetitiv
inhibitor

— unkompetitiv

\
O

26

Kompetitiv gatlas: versengés a kdotéhelyen
— Ky?PP névekszik, V., valtozatlan

s K = [EIVIEN
E$—>Es*> E+P

l/l Kwapp = Ky(1+[11/K)
Kiltl S + Competitive

/ inhibitor

No inhibitor
1/v
o \ No inhibitor
® present
2
=
[7)
. 74
0 1/[s]
[Substrate] — 27

Relative rate

* Nem-kompetitiv gatlas
— Vmax €sOkken, Ky, nem valtozik

s
E4l——>ES—>E+P

“f s ]

Bl — s IS —x>

100 —

80

60

40

20

No inhibitor

[lI=10kK; [=5kK;

+ Noncompetitive

/ inhibitor

—

[Substrate] —

1/v
\ No inhibitor
% present
0 1/[8]
28
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Unkompetitiv ,enzimszubsztrat” inhibicio
Specifikus k6tédés az ES komplexhez

Vinax €8 Ky is cs6kken

Ks Ky
E + 8 = ES — E + P
+
) I
' '
' \;JDE : ESI

o]
|
be
!
Ercyme
c
3

A

Irreverzibilis gatlészerek (alt. kovalens kotés)

— oldallanc specifikus reagensek

» Ser + organofoszfatok: diizopropil-fluorofoszfat (DFP),
szarin és tabun (ideggazok), parathion (inszekticid)

CH3
Ehs CH3
H ” %m;
0
g 0
—OH > 70\ /
p - +
Ser + 07\ — o/\ + F + H
{\ :
H
CH
3 H#cm
CHs CHs
DFP
acetilkolin-észteraz; inaktiv enzim
Ser-proteazok 30

Kooperativitas

Kooperativitas:
Ligand bekétése befolyasolja a kdvetkezd ligand kotését az aktiv helyen

Substrate

pe

Inactive form Active form stabilized
of enzyme by a substrate molocule

Pozitiv/inegativ kooperativitas
Kénnyebb/nehezebb masodik ligand kétédés

Homotrép/heterotrép kooperativ hatas
Azonos/mas masodik ligand kotését befolyasolja

31

Szubsztratkotés negativ kooperativitasa
A glicerol-3-foszfat citidililtranszferaz enzim

Titralas a két szubsztrattal (CTP, G-3P) "Zi‘”

3‘. v o iil, helix 2
7 o5 ST
- 1}4, ,‘2\ ¥

0s) A

0.6 |

A2

N savioen £

3,region

02 [

. . . EAI . .
1 10 100 i 10 100
CTP, uM Glycerol-3-P, uM

Relativ floureszcencia
AF/AFmax
S
2
.

masodik szubsztrat kotédése
csupan magas [L] esetén

Homotrép kooperativ hatas ,,1.” CTP-> ,,2.” CTP
Heterotrép kooperativ hatas lenne ,,1.” CTP-> ,2.” G-3P

Stevens Nat Struct Biol. 2001
Sanker J Biol. Chem. 2001 32
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Allosztéria gorég, ,mas hely”

Allosztérikus hatas:
Egy effektor (nem aktiv hely) kétéhelyhez koordinalodé ligandum koétédése
befolyasolja egy kovetkez6 ligandum

kotédését vagy atalakitasanak katalizisét

allosztérikus modulatorok tipusai:

Homotrép: sajat ligand
Heterotrép: nem sajat ligand

Alloszterikus modulatorok tipusai:

Pozitiv: aktivator molekula
Negativ: inhibitor molekula

Allosztérikus hatas leirasa modellekkel

a) Egyuttmiikddd
(“concerted”)

MWC, Monod, Wyman, b) Szekvencialis

Changeux (1965) Koshland (1966)

AlC Al

B — A B-R-F-H-F

O &) @B~ G = .

1 1 N b 1 ELMELET
E—0H B-B-E-F-H

1 I 1 ANL 1 1 GYAKORLATBAN
B S-Bomem-em oo

Sehaieochaies) KULONBOZTETJUK
,L” JLL L“L\ J}L MEG EZEKET?
ohat ohad ohanl ' okl '8

o1 1 N\

B0 —=EB=FE—EE =l

(@ (b) 3 5

88=88=¢
[
B

Aspartate transcarbamoylase (ATCase)
Allosztérikusan szabalyzott enzim

CQ, + ghutamine + ATP - - - -+

&
B
B EL ] NH, Activation
2EE c
i) E % COO o% “opo:
-E"' _ rwtr\ i phosphate
g _
5
é H. h—n_,ll-—- Co0
UL ]Jﬂ Aspartate E
H_PO,
[CTP], mM
'.’"JU
CTP végtermék gatlasa: e g
Feedback inhibici6: N

A végtermék a sajat szintézisét befolyasolja = H

__________.n.

N-carbamoylaspartate inhibition
.
A CTP és a sajat szubsztratok {
Szerkezetileg kiilonb6zéek: i
Allosztérikus CTP kotéhely jelenléte Cln, ... S) 34
‘ Esettanulmany: ‘ Molelfularl's res’zlete:\k a
szabdlyozas hatterében
Globin csalad: O, tarolas (Mb) és szallitas (Hb)
» Hem (Fe2*-protoporfirin 1X) prosztetikus csoport
O\ 40 O% /0
X X /C C\
C\I‘Iz /CHZ
L
A NN
X X “ CH, C<c,” 1(‘;7(1\/0701-[;
‘ CE/I Fe< >\CH
X X /Cch//Ci(‘- -122(1\0701{3
Fo2 bt Cﬁ2 \(‘:/ \CH// \(‘://
e?* : hal SH, ’
koordinacios hely o “{'cm
X X hem

porfirin gyari
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A két fehérje alegységei hasonléak

hem

mioglobin (153 a.s.) hemoglobin B-lanc (146 a.s.)

37

Oxigén kotés a hem prosztetikus csoportnal
— 0O, kotés hidroféb zsebbe — fehérje légzés segitségével

— oxigenacié — szinvaltozas (vénas és artérias vér)
— CO, NO mérgezés

Milyen aminosav? |

d VALEHS I

03

Milyen aminosav? —Fe—
Milyen atom? }\(

L 38

A hemoglobin (Hb)

és mioglobin kooperativitasa

(telitettség)

szovet Lungs Mioglobin
1.9 — L—rmuma—
Hemoglobin
0.8 H
0.6 H 66% = No
cooperativity
0.4 L 38%
s o240
ool 1 | |
0 20 50 100 150 200

4kPa pO, (to 13,3 kPa

Hemoglobin: hatékonyabb O, szallitas
Mioglobin: Oxigén tarolasra tokéletesitve

Tid6:
Oxigén felvétel

!

Szovetek:
Oxigén leadas

39

* A Hb kooperativitas molekularis alapja |

— Kotéhelyek kodzotti kommunikacio
— O,-kotés — konformacidvaltozas ( 4° szerkezet)
— Fe2* hem sikba rendezédik (0,4 A)

Oxyhemoglobin

Szerkezeti valtozas tovabbterjedése: koordinalé His, majd alfa-hélix

40
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« A Hb kooperativitas molekularis alapja ll

AspFG1

T — R konformacios atmenet
(“tense”, “relaxed”)

— T: alacsony O, affinitas;
R: magas O, affinitas

— T-allapot: extra séhidak
stabilizalnak: Lys - Asp

R state

15°-0s elfordul a monomer a tobbiekhez képest 41

A Hb oxigénszallitas finomhangolasa |

Bohr effektus: pH szerepe
pH kilonbség CO, fokozza az O, leadast a szdvetekben

Hb Saturation Curve
Ez itt egy valédi mérés!
Szigifika

Hb % Sawraton

Tissue Lungs

Partal Pressure (oxygen)
His146 protonalt allapotban
sohidat képez,
Ezzel stabilizalva a dezoxiHb——>
konformaciét
Mi is az a ,,protonalt” allapot?
Hogyan is fiigghet ez a pH-t61?
Egyensulyok!

HHb* + O,== HbO, + H*

Izommunka szén-dioxidot, protont
(és tejsavat) termel
— ez segiti a hemoglobin oxigén

leadasat. &jy =g @

w,lys 40

O=

+

~ @ Cterminus
‘Z: - &
| . | |

B, His 126 = ? B, Asp 94

)

A Hb oxigénszallitas finomhangolasa ll

Bohr effektus: CO, szerepe

= pH7.4,noCO,

—pH 7.2, n0 CO,

— pH 7.2, 40 torr CO,

Tissues Lungs
0 T e m—

G €«
& o8
B
- (.
g os 88%
]
§ 04 77%
g
< 02
=

e
o

PO, (torr)

A CO, a terminalis aminocsoportokkal

képes reagalni, karbamatot képezve.

CO, jelenlét el6segiti
az O, leadast a szovetekben

Semleges/ Negativ

pozitiv toltés
R o) R

\ N A

N-H + C =—— N—C_ - + H*

H I H \,

(0] (o)

Carbamate

43

A Hb oxigénszallitas finomhangolasa lll

Biszfoszfoglicerat (BPG) szerepe 70\/0 0
HbBFG + O,= HbO, + BPG

I
H—C—0—P—0"
H—(lz—H (o
0

A BPG stabilizalja a dezoxiHb konformaciot,

gyengitve ezzel az oxigénaffinitast
és novelve az O, leadoképességet.

1

) 2

’O—IT:O
o
2,3-Bisphosphoglycerate

His 143
' ? #°  Honnan jon ez a 2,3BPG?
His 2 o

- l Lys 82
Z SI Qo ~ 8 subunit

- 4 ¢
o 9

q°  2.3-BPG

b = ,z, »

p L O,Hb allapotban
qb‘ a BPG kotohely

BFG kotdhely

3 A R A o o e
o\ ~| P subunit » eltiinik
5";“1”’ &‘ yse2 P >%%;?
TN, Ll o > .
& 3 o ) s His 2 Hany darab BPG /
P hemoglobin?

44
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A Hb oxigénszallitas finomhangolasa IV
Magzati Hb (fHb) oxigénfelvétele

=

Fetal red
cells

Hb alloszterikus regulacioja (6sszefoglalas)
— homotrop effektor: O, (kooperativitas)
— heterotrép effektorok: H*, CO,, BFG
— Szigmoid jellegil koétédési gérbe (nem Michaelis-hiperbola)
— O, affinitds csdkkentése szdvetekben (R — T)
— allosztéria modellek: a két tiszta hatareset kozt van.

Ay Al

[00)
o0

l

== §=B=j a) Egy(ittmiikddd

_’g 0.8 Maternal
g red cells 3 A magzat hatékonyan fel tudja
§ 06 venni az O,-t az anyai vérbél.
_g 04 Ser R
g 0, flows from maternal
£ 02 oxyhemoglobin to fetal e o
* deoxyhemoglobin e o
| ] 4
00¢ 50 100 f‘%’_ﬁo e s lﬁ LvsBII .
PO, (torr) P DG',Q be 'Q':I
:QD a .uwowzx » ¢
+ Magzati Hb (az7,) pobat o TN O
— y: His143Ser ez P a@epd
— 2+ tdltéssel kevesebb nrr His2
— aBPG kotéhelyen o’ ?@HB .
Kevésbé stabilizalt dezoxiHb allapot Ser
Osszefoglalas
Enzimszinti szabalyzasi stratégiak
»Molekularis felismerés alapjai:
o masodrendi kdlcs6nhatasok
»Ligand kotédési modellek:
o kulcs-zar, induced-fit, konformacios szelekcio
» Enzim kinetika:
o Michaelis-Menten modell, kinetikai paraméterek
» Reverzibilis, irreverzibilis inhibicio; feedback inhibicio
» Allosztérikus szabalyzas, kooperativitas
o Hemoglobin

D] CC C
I Il 1 Il (“concerted”)
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10. fejezet (regulatory strategies) 4 8
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