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1. BEVEZETES

Szekvenciak, szerkezetek, szerkezeti genomika

A fehérjék funkcionalis jellemzése az egyik leggyakoribb feladat a molekularis
biologiai kutatdsban. A fehérje szekvenciaja fontos informacioforras, azonban a
fehérjeszekvencidk azon tulajdonsaga, hogy néha egymastdl nagyon eltérd szekvenciak is
képesek ugyanazt a funkciot ellatni, gyakran lehetetlenné teszi a funkciondlisan fontos
aminosavak azonositasat. Példaul enzimeknél a 40% feletti szekvencia azonossag altalaban
hasonlé funkciora utal, de a 30-40%-0s szekvencia azonossdg mar csak az els6 harom EC
(Enzyme Commission) azonositd szam meghatarozasat tudja garantdlni ¢és csak 90%
biztonsaggal. Amig 30% alatti szekvencia azonossadg esetén mar térszerkezeti informacio
sziikséges, illetve nélkiilozhetetlen a pontos funkcid megallapitdsdhoz. Mindekozben a
homolog enzimek 75%-a kevesebb mint 30%-o0s szekvencia azonossaggal rendelkezik.

A szerkezet alapu fehérjefunkcid jellemzés széles skalat olel fel. Olyan alapfoku
informacioktol kezdve, mint példaul a helyes fold meghatarozasa, ami gyakran egy altalanos
funkciora jellemzd, egészen olyan magas szintli jellemzésig, mint a szubsztratspecificités
meghatarozasa vagy a szerkezet alapt inhibitor tervezés.

A genom szintii szekvenalds segitségével mar tobb mint 6 millid egyedi
fehérjeszekvenciat hatdroztak meg, ¢és ez a szdam megdupldzodhat, ha a Craig Venter altal
iranyitott Globalis Tengeri Felderitési program altal 6sszegytiijtott metagenomikai adatokat is
publikaljak /J.C. Venter és mtsi. Science 2004, 304, 66/. Ugyanakkor csak koriilbeliil 50 000
fehérje térszerkezete ismert, amelyeket rontgen krisztallografiaval vagy NMR-el oldottak meg.
Mivel ezek a kisérleti térszerkezet meghatarozasi moddszerek sokkal dragabbak és
1doéigényesebbek, mint a fehérjeszekvenalas, a térszerkezetileg is jellemzett fehérjék hanyada a
mai kortilbeliil minddssze 1%-r6l még tovabb fog csokkenni.

Az ezredforduld tajékan szerkezetgenomikai projektek indultak be vildgszerte. Ezen
er6feszitések célja, hogy néhany ezer megfelelden kivalasztott fehérjének a térszerkezetét
megoldjak. A megoldott szerkezetek ezutan mintaként szolgélnak (templat) az egész
fehérjecsalad modellezésére. Ezen kutatasok azon a felismerésen alapulnak, hogy a ma ismert
tobb millié szekvencia feltehetéen néhany ezer jol megkiilonboztethetd fold-szerkezetbe
tekeredik fel. E sejtés alapja, hogy az Gjonnan meghatarozott szerkezetekrdl egyre gyakrabban
deriil ki, hogy egy mar ismert fold ujabb reprezentasai. A szerkezetgenomikai projektek mara a
fehérje térszerkezetek meghatarozé forrasava valtak. Az elmult években a Fehérje Adatbankba

(PDB) elhelyezett egyedi szerkezetek 75%-a szerkezetgenomikai kisérletekbdl szarmazott.
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Ugyanakkor a szerkezetgenomikai megkozelités is tovabb erdsiti az igényt hatékony
szerkezetmodellezd moddszerek kifejlesztésére, hiszen ezen projekteken beliill a megoldott
egyedi templatszerkezeteket hasznaljak fel a megcélzott fehérjecsaladok térszerkezetének teljes

feltérképezésére.

Szerkezetmodellez6 modszerek

A fehérjék szerkezetét szabalyozo torvényszeriiségeket vagy a fizika torvényein vagy az
evolucion keresztiil lehet megkdzeliteni. E két alapvetd megkdzelitési mod az alapja a két 6
fehérjemodellez6 iskolanak.

Az egyik megkozelités, az ab intio vagy templatmentes modellezd modszer csak
szekvencialis informécion alapszik. Az ab initio mddszerek feltételezik, hogy a fehérje nativ
szerkezete megfelel a globalis energiaminimum allapotdnak és arra torekednek, hogy ezt a
szerkezetet megtalaljak  szdmtalan konformacio feltérképezésével ¢és energiajuk
kiszamolasaval.

A masik megkozelitési mod, amit templatfiiggd modellezésnek is hivnak, az un.
threading-et és a homologia- vagy Osszehasonlitdé fehérje-modellezést foglalja magéba. Ez a
tipusi modellezés akkor kivitelezhetd, ha a modellezni kivant szekvencia nagy része
detektalhatdé hasonlosagot mutat egy mar ismert szerkezetii fehérjeszekvenciaval. Amint egy
fehérjecsaladban legalabb egy szerkezetet kisérletesen megoldanak, a tobbi tag szerkezete
homologia modellezéssel eldallithatd a koztiik meghatirozott szekvencia-illesztés alapjan. A
homologia modellezés azért lehetséges, mert egy kis mértékli szekvenciavaltozas altalaban kis
mértékli szerkezeti valtozast okoz, és mert a fehérjék szerkezete jobban konzervéalddott az
evolucio sordn, mint a szekvencidja. Emiatt, ha két fehérje kozott szekvenciaszintii hasonlosag
allapithatd meg, akkor az nagy valdszinliséggel szerkezeti hasonlosagra is utal. A homologia
modellezés egyre boviild alkalmazasa annak kdszonhetd, hogy a lehetséges fehérjeszerkezeti
tipusok, un. foldok szama erdsen korlatozott, és hogy kisérleti uton egyre nagyobb hanyadanak
valik ismertté egy-egy képviseldje.

Mindkét szerkezetmodellezd megkozelitésnek vannak az elényei €s hatranyai. Elvileg
az ab initio modszer barmilyen szekvencidra alkalmazhat6, azonban a gyakorlatban a fehérje
folding probléma bonyolultsaga ¢és korlatozott ismeretiink a folding folyamatarol azt
eredményezi, hogy viszonylag rossz felbontast, pontatlan modelleket lehet csak épiteni és az
alkalmazhatosag kisméretli, 100 aminosavnal rovidebb fehérjékre korlatozodik. A

fehérjemodellezok kétévente megrendezésre keriild CASP konferencidja az egyik objektiv
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forum a modszerek tesztelésére, mert kisérletesen is megoldott, de szandékosan nem publikalt
fehérjék térszerkezetét kell modellezni a résztvevOknek. A konferencia szakmai szervezoi
kiilonb6z6 modszerekkel Osszevetik a benyujtott modelleket a kisérletesen meghatarozott
szerkezetekkel és rangsoroljak Oket a pontossaguk alapjan, €s igy az elkészitésiikhoz hasznalt
modszereket is. A 2007-es CASP konferencia szerint ab inito mddszerek az esetek nagyobb
részében meég mindig nem képesek a pontos fold meghatarozasara. Az ab inito modszerekkel
szemben a homologia modellezés altalaban olyan mindségli modelleket képes €piteni, amik
Osszevethetd pontossaguak az alacsony felbontasti rontgenkrisztallografids vagy kozepes
felbontasi NMR szerkezetekkel. Jelenleg kb. 70% annak a valoszintisége, hogy egy véletleniil
kivalasztott szekvencia legalabb egy doménjahoz talalunk egy hasonlo kisérleti szerkezetet.

A gyakorlatban a templatfiiggd modellez6 eljarasok (pl. Modeller program) mindig
hasznalnak olyan informdciot, ami fiiggetlen a templattol, pl. kiilonb6z6 erdterek formajaban,
amiket statisztikai vizsgalatokbol vagy molekulamechanikai szamitasokbol lehet megkapni. A
folyamatosan javuld erdtereknek és mintavételezd algoritmusoknak koszonhetéen a
legsikeresebb homologia szerkezetmodellezd eljarasok egyre gyakrabban térképeznek fel a
templat szerkezettdl fliggetlen konformacidkat. Hasonl6 modon, a legsikeresebb ab initio
eljarasok (pl. Rosetta program) valdjdban ismert fehérjék rovid fragmenseit hasznaljak fel a
szimulaciok soran. Altalaban, a klasszikus ab initio eljarasok a fehérje folding folyamataba
engednek bepillantdst nyerni, mig az effektiv molekulamodellez6 modszerek mindig

valamilyen templatfiiggd eljarasok.

Fehérjeszerkezetek homologia modellezése

E moddszer sziikséges feltétele, hogy (i) a modellezett szekvencia hasonlosdgot
mutasson legalabb egy templat szerkezethez a szekvencia dontd részében, és (i1) hogy egy
pontos szekvencia-illesztést lehessen kapni koztiik. A homologia alapt fehéjemodellezés négy
altalanos 1épésben 0Osszegezhetd: (1) a megfeleld templat szerkezetek azonositdsa ¢és
kivalasztasa (2) a szekvencia és templat szerkezet illesztésének kiszamitdsa (3) a modell
megepitése €s (4) a molekulamodell mindségének kiértékelése.

A homolodgia modellezéssel nyert fehérjemodellek leggyakoribb hibait 6t kategoriaba
lehet sorolni. (1) Helytelen oldallanc konformaciok; (2) szerkezeti eltérések vagy torzulasok az
amugy a szekvencia szempontjabdl helyesen illesztett régidkban (Gin. merev test torzulasok);
(3) szerkezeti eltérések vagy torzulasok olyan régiokban, amelyeknek nincs illeszthetd
szegmense a templat szerkezetben (loop vagy hurok modellezés); (4) szerkezeti elmozduldsok

vagy torzulasok helyteleniil szekvencia-illesztett régidkban (szekvencia-illesztési hiba); (5)
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helyteleniil feltekeredd szerkezet helytelen templatazonositds miatt. A 3-5 hiba tipusok
viszonylag ritkék, ha kortilbeliil 40% vagy a feletti szekvenciaazonossag all fenn a modellezett
szekvencia €s a templat kozott. [lyen esetekben, mindségi szempontbol, a peptidvaz atomjainak
a ~90%-a 1A RMSD-n (Root Mean Square Deviation, az eltérések négyzetdsszegének a
gyoke) beliil lesz a végsd modellben, a hibak az inzercidk (loop szegmensek) és az oldallancok
modellezésére korlatozodnak. Ugyanakkor, ha a szekvencia azonossag 30% ala csokken, akkor
a szekvencia-illesztési probléma valik dontévé. Ez atlagosan az aminosavak 20%-a helytelen
illesztését, és kovetkezésképpen rossz modelljét eredményezi, igy a végsd szerkezeti modell
csak kb. 3A RMSD pontossigu lesz. A szekvencia-illesztési hibak ebben a tartomanyban
komoly akadalyt jelentenek a modellez0 modszerek alkalmazisaban, mert a természetben
ismert, amugy szerkezetileg homolog fehérjék dontd része kevesebb mint 30%-o0s szekvencia
azonossagot mutat egymassal.

A homologia modellezés elvét mar a '80-as évek vége fele felvetették és az elsd széles
korben elterjedt modszerek a 90-es évek elején-kézepén elérték a szélesebb tudomanyos
kozeget. Ugyanakkor az ekkor elérhetd modszereket csak meglehetdsen egyszeri esetekre
lehetett alkalmazni, amikor a modellezett szekvencia és a templat trividlisan hasonloak voltak,
kb. tobb mint 40%-os szekvencia azonossdgot mutatva. Ez viszont a modellezés
alkalmazhatdsagat a természetben eléforduld esetek toredékére korlatozta. A nagyméretii
szekvenalasi programokkal parhuzamosan nagy igény alakult ki hatékony ¢és széles korben
alkalmazhato fehérjemodellezd eljarasok kifejlesztésére. Munkdm soran a homologia

modellezés minden aspektusat érintd 01 eljarasokat dolgoztam ki.

2. CELKITUZESEK

Az elmult 11 évben az elméleti biofizika teriiletén beliil azzal foglalkoztam, hogy 1j
algoritmusokat dolgozzak ki fehérjemolekulak térszerkezetének modellezésére, és hogy
kisérletes csoportokkal egyiittmiikddve alkalmazzam ezen modszereket specifikus bioldgiai

problémak vizsgalatara.

2.1. Szerkezet alapu szekvencia-illesztéses modszer
A meglévd szekvencia-illesztéses modszerek egymasnak ellentmondd eredményt
produkalnak, ha az illesztenddé fehérjeszekvencidk kevesebb mint kb. 20-30%-ban

azonosak. Ugyanakkor a homoldgia modellezés legkritikusabb 1€pése a pontos szekvencia-

5



illesztés meghatarozasa. Ezért 0j, hatékony szekvencia-illeszté modszert dolgoztunk ki
tavoli rokonsagot mutatd fehérjékre, azt kihasznalva, hogy molekulamodellezés esetén az

illesztett fehérjék egyikének a térszerkezete mindig ismert kell, hogy legyen.

2.2. Loopok modellezése
A homologia modellezés gyakran nem tud szerkezeti modellt nyujtani szekvencia
inzercidkra, amelyek a térszerkezetben leggyakrabban a molekula felszinén taldlhato
loopoknak felelnek meg, mert ezek szekvencidja kiilonbozik a modellezett fehérje és a
templat kozott. Az, hogy az eltérések a leggyakrabban a loopokban fordulnak elé6 nem
fontossadga miatt két 0j loop- modellezd modszert is kifejlesztettiink, ahol az egyik ab

initio, a masik pedig fragmens kereso eljarast hasznal.

2.3. Célzott mutaciok modellezése
Az egyik leggyakoribb kisérletes szerkezet/funkcido manipuldlod eszkdz a célzott mutaciok
alkalmazisa. Amig az 1-2 A RMSD pontossdgii modell megfeleld betekintést ad a teljes
szerkezet szervezddésébe, addig egy specifikus oldallinc moddositdsa esetén kivanatos,
hogy pontosan modellezhetd legyen az oldallanc, ami akér tized angstromos RMSD
pontossagot is megkivanhat. Uj, nagy pontossagl, célzott mutaciomodellezd eljarast
fejlesztettiink ki, ami 6tvézi az ab initio eljarasokat a templat szerkezetbdl kinyerhetd

informéacioval.

2.4. Statisztikai potencialok fejlesztése
Minden térszerkezet-modellezé algoritmus, oldallanc vagy loop-modellezés valamint
szerkezet alapu szekvencia-illesztés dontd mértékben fliigg az alkalmazott
energiafiiggvényektdl. Ezért aktivan kutattunk ) modszereket hatékony statisztikai

potencialok szamitasdra. Egy 10j statisztikai parpotencialt fejlesztettiink ki, amely az

crer

2.5. Molekulamodellezés biologiai alkalmazasai
Modszereinket szamtalan egyiittmiitkodésben hasznositottuk kisérletes csoportokkal, ezek
koziill mutatunk be néhanyat enzim specificitds tervezése, enzim mechanisztikai
vizsgalatok, fold verifikécio, gydgyszer-indukalt konformaciovaltozasok feltérképezése és

cirkularisan permutalt molekulaszerkezet modellezése témakorokben.
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3. EREDMENYEK ES DISZKUSSZIOJUK

3.1. Modszerek altalanos osszehasonlitdo molekulaszerkezet-modellezésre

3.1.1 Multiple Mapping Method — egy 1] szerkezet alapu szekvencia-illesztési modszer
Rai BK, Fiser A. Proteins (2006) 63(3): 644-61;
Rai BK, Madrid-Aliste CJ, Fajardo JE, Fiser A. Bioinformatics (2006) 22(21) : 2691-2;

A szekvencia-illesztés az egyik legkritikusabb pontja a homologian alapul6 térszerkezet
modellezésnek. Egyetlen aminosav helytelen szekvencia-illesztése kb. 4 A torzulasi hibat okoz
a szerkezetben (atlagos hossza a Cypn-Car tavolsagnak). A szekvencia-illesztési eljardsok
gyakran alapulnak dinamikus programozasi algoritmuson, ami garantalja az energiaminimum
megtalalasat az adott rendszerben. Nehéz szekvencia-illesztések esetén (kevesebb mint 20-
30%-os globalis szekvencia azonossag a fehérjék kozott) a kiilonbozd szekvencia-illesztési
eljarasok egyes szegmenseket eltérd modon illeszthetnek. Tekintettel arra, hogy minden
alternativ megoldés az adott modszer szerint optimélis, egy informécidgazdagabb rendszerben
lehet csak kiértékelni, hogy melyik illesztés a helyesebb. A homologia modellezés esetén a
szekvencia-illesztés egy sajatos tulajdonsaggal rendelkezik — az illesztés egyik oldalan nem
csak a fehérje szekvencidja, hanem szerkezete is ismert. Kovetkezésképpen az illesztés
pontossagat ugy lehet novelni, hogy térszerkezeti informécidt is figyelembe vesziink.

Az altalunk kidolgozott 1) eljaras, a Multiple Mapping Method (MMM) kozvetlentil
hasznositja a hdromdimenzios szerkezeti informaciot. A modszer oly moédon minimalizélja az
illesztési hibak eléfordulasat, hogy az alternativ szekvencia-illesztések megolddsainak eltérden
illesztett szegmenseit kiértékeli a térszerkezet ismeretében. Ezutdn a pontosan illesztett
szegmenseket kombinalja egy végsd, optimalis megoldashoz. Az illesztések kivalasztasat egy
energiafiiggvény vezérli, amely kiértékeli minden egyes alternativan illesztett szegmens
kompatibilitasat a templat szerkezeti kdrnyezetében. Az energiafiiggvény négy komponensbdl
all: (1) kornyezetfiiggd mutaciés matrixb6l (2) aminosav mutdcidés matrixbol (3) H3P2
matrixbol, ami a modellezett szekvencidra josolt és a templat megfeleld szegmensében
megfigyelt masodlagos szerkezeti elemek illeszkedését eértékeli ki és (4) statisztikai
potencialbdl, ami a nem-kovalens kdlcsonhatasokat szdmolja a szegmens €s kornyezete kozott
(ennek kifejlesztésérdl szol bévebben a 3.4. fejezet). Az energiafliggvény egymastol eltérd

tipust paramétereit dimenzidémentes statisztikai Z-értékekké konvertaljuk és igy azok egy



homogén rendszert alkotnak. A Z-érté¢kes megoldas tovabbi elénye, hogy azok a paraméterek,
amik nem szignifikansak egy adott probléma szempontjabol automatikusan kisebb sullyal
szerepelnek a kiértékelésben. Ennek az a bioldgiai értelme, hogy egy szekvencia-illesztés
esetén néha szekvenciajel, néha madasodlagos szerkezeti preferencidk, megint maskor
térszerkezeti sziikségszeriiségek (kontaktusok) vezérelhetik az illesztést, €s ez ugyanabban a
szekvenciaban szegmensenként valtozhat. Az MMM eljards gyakorlatilag a szekvencia-
illesztést optimalizalja azaltal, hogy a kritikus, nehezen illeszthet6 szegmenseket minden
biologiailag értelmezheté moddon railleszti a templatra és a templat szerkezeti kornyezetében
kiértékeli az illesztések alkalmassagat. A moddszernek két elénye van a hagyomanyos
szekvencia alapu illesztdeljarasokkal szemben, és mindkét eldny a templatszerkezettel hozhato
Osszefliggésbe. Egyrészt minden aminosavpar illesztéséhez megkeresi a szekvencialisan tavoli,
de térben kozeli aminosavakat, amik a térbeli kdrnyezetet alkotjak, ily modon minden egyedi
aminosavpar illesztés problémajat megkonnyiti, mert tobblet informaciot hasznal fel a térbeli
kozelségben levo tovabbi aminosavak illesztésének vizsgalataval. Masrészt a templatszerkezet
lehetdséget ad arra, hogy a hagyomanyos aminosav-kicserélddési matrixon tulmenden egy
sokkal teljesebb energiafiiggvénnyel torténjen az illesztés, ami figyelembe veszi a mésodlagos
szerkezeti motivumokat, kiértékeli a 3D kontaktusokat, és olyan aminosav kicserélddési
matrixot tud alkalmazni, ami kornyezetfiiggd, azaz tekintettel van az aminosavak oldoszer
exponaltsagara, hidrogén-kotésmintazatara, masodlagos szerkezetére stb. is.

Tesztelések sordn az MMM modszer mindkét masik modellezd eljarasnél, ami hasonld
céllal késziilt, Esypred /Lambert és mtsi. Bioinformatics 2001, 9, 1250/ és Consensus /Prasad
¢s mtsi. Bioinformatics 2003, 19, 1682/ pontosabbnak bizonyult. A szakmai kdz0sség szdmara
egy szerver formdjadban hozzaférhetd az eljaras, amit az elmult 2 évben tobb mint 3000

alkalommal hasznaltak.

3.1.2. M4T — Homologia modellezés tobbszoros templattal

Fernandez-Fuentes N, Rai BK, Madrid-Aliste CJ, Fajardo JE, Fiser A. Bioinformatics (2007) 23(19): 2558-65
Fernandez-Fuentes N, Madrid-Aliste CJ, Rai BK, Fajardo JE, Fiser A. Nucleic Acids Res (2007) 35: W363-8

Az MMM modszert késObb kibdvitettiik egy teljes, automatikus modellez eljaradssa. Ehhez
arra volt sziikség, hogy a kordbbi manualis templatkivalasztas helyett egy algoritmikus
megoldast adjunk. Annak érdekében, hogy a homoldgia modellezés teljes lehetdségét
kihasznaljuk, kidolgoztunk egy iterativ klaszterezd eljarast, ami tobb templatszerkezetet képes

azonositani és optimalisan kombindlni. A templdtok kombindldsa két elénnyel is jarhat.



Egyrészt a templatok atfedd részein pontosabb modellt lehet kiszdmitani, masrészt a nem
atfedo részek segitségével a modell méretét lehet ndvelni. Az iterativ klaszterezd eljaras elso
Iépése a lehetséges templatok azonositdsa, amit szekvencia-profillal inditott heurisztikus
szekvencia-illesztéssel kapunk meg (sequence profile initiated PSI-Blast alignment). A
szekvenciaprofilokat a BlastProfiler program segitségével készitjiik eld, amit kordbban a
csoportunkban dolgoztunk ki. A lehetséges templatokat egy hierarchikus klaszterezd folyamat
soran valasztjuk ki, amely figyelembe veszi a templatok egymadssal vett szekvencia
azonossagat, a templatok és a modellezett szekvencia azonossagat, a templatok kisérletileg
megoldott kristalyszerkezetének a felbontdsat, a doménszerkezet lefedettségét és az egyes
templatok egyedi hozzajarulasat a modellezett szekvencidhoz. Ez utdbbi azt jelenti, hogy ha
egy templat eldszor nem keriil kivalasztasra, mert példaul egy masik templat jobban hasonlit a
modellezett szekvencidra, vagy mert a masik templat kisérleti szerkezete jobb felbontasu,
utodlag még mindig felhasznalasra keriilhet, ha van egy olyan szegmense, ami hianyzik a tobbi
szerkezetbdl. A fenti munkak gyakorlati eredménye az M4T modellezd programcsomag
(Multiple Mapping Method with Multiple Templates), ami egy online szervernek kdszonhetden
barki szamara elérhetd €s amit mi magunk is hasznaltunk kutatasi egytittmiikodéseinkben (3.5
fejezet). A CASP6 konfererencia tesztmodelljein az M4T a masodik legjobb teljesitményt

nyujtotta, beleértve olyan csoportokat is, akik manudlisan szerkesztették modelljeiket.

3.2. Loopok modellezése

Az MAT modellez6 programcsomag, ¢és altalaban minden homologia
szerkezetmodellezd eljaras, a szekvencia azon részére tud modellt épiteni, amihez van templat
informaci6. Gyakori kivétel ez aldl a legtobbszor a molekula felszinén elhelyezkedd loopok
esete. A loopok funkcionalis szerepe lehet antitest felismerés, ligandkotd helyek kialakitésa,
példaul kalcium, NAD(P), DNS szamara, vagy az enzimek aktiv centrumdnak létrehozasa,
példaul proteazoknal. Mivel ezek gyakran feleldsek a fehérje specificitasaért, ezért nem
meglepd, hogy a templat és a modellezett szekvencia kozott a leggyakoribb kiilonbségek is
ezekben a régiokban Iépnek fel. A templatban vagy nem létezik hasonld szegmens vagy
annyira eltérd, hogy nem alkalmas modellezésre. A loop szegmensek modelljeinek pontossaga
kritikus jelentOsséggel bir az egész molekulamodell alkalmazhatosdga szempontjabol, ha
ligandum-dokkolas vagy funkcionalis jellemzés a feladat. A loop- modellezés altalaban egy
onallé feladat, ami a fehérje-modellezést koveti, amikor is a hidnyzo vagy pontatlanul

modellezett loop szegmenseket hozzaadjuk a modellhez. A loop-modellezést fel lehet fogni
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egy mini fehérje folding problémanak, azzal a fontos kiilonbséggel, hogy ezek a szegmensek
altalaban tal révidek ahhoz, hogy a lokalis foldrol elégséges informaciot szolgaljanak. Tovabba
a loopok fiziologids kornyezete nem pusztdn az olddszer, mint az egész fehérjelanc
felcsavaroddsa esetén, hanem maga a loop kezdd és végpontjait horgonyzo fehérjemolekula.
Egy-két ritka esetben dekapeptideket is megfigyeltek teljesen eltérd konformacioban
(kaméleon szekvencidk), ha az eltérd fehérjeszerkezeti kornyezet kiilonb6zd konformacidoba
kényszeritette ezeket a szegmenseket.

Hasonloan az egész fehérje-modellezéséhez, a loop-modellezd eljarasoknak két fo
iranyvonala van (1) fragmenskeres6 modszerek, amelyek a homologia fehérje-modellezéshez
ismert fehérje szerkezetben, €s (2) konformacid optimalizalo eljarasok, amelyek az ab initio

megkozelitéshez hasonloak.

3.2.1. Fragmens kereséses loop-modellezés

Fernandez-Fuentes N, Zhai J, Fiser A. Nucleic Acids Res (2006) 34: W173-6
Fernandez-Fuentes N, Fiser A BMC Struct Biol (2006) 6, 15
Fernandez-Fuentes N, Oliva B, Fiser A. Nucleic Acids Res (2006) 34(7): 2085-97

A fehérjeszerkezet univerzum sok részletére deriilt fény az elmult évtized sordn a
szerkezetgenomikai kutatasoknak koszonhetden. Jelentdsen bdviilt a rovid szegmensek
konformacios repertoarja is. Sajat kutatdsunk szerint ma mar szinte az 0sszes a természetben
megvaldsuld 10 aminosavnal rovidebb szegmenshez lehet taldlni legalabb egy ismert
konformdciot, amivel legalabb 50%-os szekvencia azonossagot mutat. Azt is kimutattuk, hogy
habar minél rovidebb szekvencidkat hasonlitunk 6ssze, annal magasabb szekvencia azonossag
kell a szerkezeti hasonlosag feltételezéséhez, 50%-0s azonossag még egész rovid szegmensek
esetén (4-14 aminosav) is biztositja a szerkezeti hasonlosagot. Tovabba kimutattuk, hogy annak
ellenére, hogy 2002 utan 5 éven beliil a Fehérjeszerkezeti Adatbank mérete megduplazodott, a
szekvencia adatbazisok pedig meghatszorozddtak, egyetlen olyan 11j szerkezeti szegmens sem
keriilt el6, ami ne hasonlitana mar ismert konformaciokra 10 aminosavnyi szegmenshosszig, €s
nem keriilt el6 olyan szekvenciaszegmens, ami ne hasonlitana legalabb 50%-ban egy ismert
konformacidohoz. Ez arra utal, hogy a fehérjeszerkezetek gyakran ujrahasznositanak mar
meglévo rovid épitdelemeket. Ez a felismerés 01 10kést adott a fragmens alapl loop-modellezd
eljarasoknak. Az altalunk kidolgozott eljards (ArchPred) a kovetkez6 modon mikodik. Az
eljaras alapja egy hierarchikus loop fragmens adatbazis, amiben jelenleg kb. 300 000 fragmens

reprezentalja az Osszes ismert, természetben megvaldsuld egyedi loop konformdaciot. A loop
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fragmenseket hosszuk és az dket 6vez0 masodlagos szerkezetek tipusan kiviil a konforméciokat
leir6 négy belsé koordinata szerint jellemeztilk, melyek harom diéderes szogbdl és egy
tavolsagbdl allnak 0ssze. A megfelelé konforméciok ebbdl a fragmens adatbazisbol keriilnek
kivalasztasra aszerint, hogy a loop hossza, a kornyez6 masodlagos szerkezetek és a négy belsd
koordinata értékei illeszkedjenek a modellben megfigyeltekhez. A kivalasztott szegmenseket
beillesztjiik a fehérje szerkezetébe, ahol a szegmens €s a csatlakozopontjai RMSD illeszkedését
vizsgaljuk, tovabba, hogy a kivalasztott konformacido mennyi térbeli litkdzés aran illeszkedik a
szerkezeti kornyezetbe. Az utolso 1épésben a megmaradt fragmenseket aszerint rangsoroljuk,
hogy szekvencidlisan mennyire hasonléak a modellezett loophoz, és hogy a peptidkotésnek a
konforméciokban megfigyelt és a szekvenciabdl kiszamolt ¢—p diéderes szdgei mennyire
illeszkednek. A legmegfeleldbbnek talalt konformaciot beillesztjiik a szerkezetbe és oldallanc
rekonstrukci6 utan egy rovid konjugalt gradiens energiaminimalizacidval ,.beolvasztjuk” a
szerkezetbe. Az egész protokoll teljesen automatizalt, €s egy web szerveren keresztiil elérhetd.
Munkénk sordn azt a konkluzidt vonhattuk le, hogy a révid szegmensek kimeritd
reprezentacidja az ismert fehérjékben arra utal, hogy a fragmenskeresé loop-modellezd
modszerek inkdbb a megfelelé konformacio felismerésére kell, hogy fokuszaljanak, mert ez
teszi a mddszerek alkalmazasat hatékonnyd, és nem kell tartani a mintavétel szegényességétol,
mint azt egyes korabbi munkak allitottak. Ennek megfeleléen az ArchPred modszeriink
kidolgozasanal 1igen nagy hangsulyt fektettink a predikcid6 energiafiiggvényének

optimalizalasara.

3.2.2. Konformacio kereséses loop-modellezés

Fiser A, Do RK, Sali A. Protein Sci (2000) 9(9) : 1753-73
Fiser A, Feig M, Brooks CL 3rd, Sali A. Acc Chem Res (2002) 35(6) : 413-21
Fiser A, Sali A. Bioinformatics (2003) 19(18) : 2500-1

A fragmenskeresd eljardsok nem minden esetben képesek a megfeleld konformaciot
azonositani loop-modellezésben. Ennek a technikai korlatozdsnak a kikiiszobolésére ab initio
alapt, konformaci6 keresd eljarast fejlesztettiink ki. A ModLoop nevii modellezd eljarasunk
konjugalt gradiens minimalizaciot kombinal molekula dinamikaval, amit szimulalt hokezeléses
protokollba a4gyaztunk. Létrehoztunk egy pszeudo-energiafiiggvényt, ami tobb kiilonb6z6
tipusu energiafiiggvény kombinacioja. Ezek részben a CHARMM molekula mechanikai
er6kbol szarmaznak, részben pedig statisztikai ,,egy-test” és ,,két-test” potencialok. Az eldbbit
peptidkotések diéderes szogeinek statisztikus eléfordulasi valdszintis€gébdl szamoltuk ki, az

utobbi pedig egy aminosav parpotencial, amit a kdlcsonhatdé aminosavak tipusa és a koztiik
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levo tavolsagok eléfordulasabol szamoltunk ki az inverz Boltzmann 6sszefliggést hasznalva.
Annak érdekében, hogy a modellezd eljaras gyakorlati problémakra jol alkalmazhat6 legyen, az
energiafiigyvény és az optimalizacios protokollt 400 kiilonb6zd eseten teszteltiik, és mind
nativ, mind fokozatosan eltorzitott kornyezetben is vizsgaltuk a hatékonysagat. Ez utobbira
azért volt sziikkség, mert ezeket a loopokat legtobbszor molekulamodellekbe kell beépiteni,
ahol a loopok szerkezeti kornyezete altalaban csak hozzavetdlegesen pontos. Ugyanakkor
rontgenkrisztallografidban is gyakran alkalmazzak a moddszeriinket, ahol a diffrakcios kép
8 aminosavnyi hosszi loopokra szemléltetem. Amennyiben az <1, 1-2 és >2 A RMSD
eredményeket jonak, elfogadhatonak illetve rossznak osztalyozzuk, akkor hasonlo sorrendben,
a ModLoop eljaras esetén a tesztelt modellek 50, 40, és 10%-a esik ezekbe a kategoriakba.

Az 6sszehasonlitdé vagy homologia molekulamodellezési eljarasok egyik egyszertsitése,
hogy az erbterek alkalmazasa vakuumban torténik. Ezt az egyszerlsitést egyrészt a modellek
pontossaga utodlag igazolja, masrészt pedig az oldoszerhatds szdmitdsa rendkiviil koltséges
(1dbigényes), ezért technikailag ritkdn szoktdk kivitelezni. Loopok esetében viszont a
modellezett rendszer elég kicsi ahhoz, hogy az olddszerhatést figyelembe vehessiik. A nemrég
kifejlesztett implicit Altalanositott Bolztmann oldoszerhatast alkalmaztuk a ModLoop-ban. Az
oldoszerhatds figyelembevétele egy nagysagrenddel hosszabbitotta meg a modellezés
1d6igényét, ugyanakkor a modellek mindsége - ha nem is dramai mértékben, de - tovabb javult.
Ugyanakkor, ha a vdkuumban végzett szamitdsainkat az eredetinél 10-szer hosszabb ideig
optimalizaltuk, akkor hasonld, tovabbi kismértékii javulast értiink el. Osszefoglalva, amig
biologiai-fizikai szempontbol nem kétséges, hogy az olddszerhatast figyelembe kell venni,
hogy valos képet kapjunk egy fehérjeszerkezetr6l annak fiziologias kornyezetében, de a
jelenlegi erdterek nem elég pontosak ahhoz, hogy ez a modellek pontossagaban szamszertien is
jelentkezzen. A ModLoop eljaras elérhetd mint 6nallo szerver, €s mint a Modeller térszerkezet

modellezd csomag része is.

3.3. Eljaras pontmutaciok modellezése

Feyfant E, Sali A, Fiser A. Protein Sci (2007) 16(9) : 2030-41

Pontmutaciok 1étrehozéasa a fehérjeszerkezetben az egyik leggyakoribb eljaras a funkcio
tesztelésére, a folding folyamatanak, vagy a szerkezet stabilitasdnak vizsgélatara. Pontmutacidok
segitségével lehet nehézatom kotohelyeket bevezetni a szerkezetbe rontgenkrisztallografiai

kisérletekhez, vagy mas spektrélis jeladokat, példaul spin jeleket. Egy teljes fehérjemolekula
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modellezésével szemben, a pontmutacidk esetén kihivas, hogy csak az igen nagy pontossagu
modelleknek van haszna, hiszen egy alig par tized angstromos torzulas egy aktiv centrumban
talalhaté aminosav esetén a funkcio teljes elvesztéséhez vezethet.

Az altalunk kidolgozott pontmutacio-modellezés (Mutate Model eljards) esetében, a
korabbi munkdinkhoz hasonléan nagy hangsulyt fektettink az energiafliggvény
optimalizacidjara, mert a modellek pontossaganak javuldsdban tapasztalatunk szerint ez a 0
korlatozo tényezd. Ez kiilondsen igaz lehet pontmutiaciok modellezése esetén, ahol un.
oldallanc konformerek — az oldallancok sztereo-kémiailag preferalt konforméacios allapotai —
nagymértékben leegyszertsitik a konformacids teret. Korabbi modszerekkel ellentétben az
altalunk fejlesztett energiafiiggvénynél nem a konformerek statisztikai preferencidjat
hasznaltuk, hanem kombinéltuk a molekulamechanikai erdterek hasznalatat az un. ,,homologiai
keényszeritd er6kkel”. Ezek a kényszeritd erdk az adott oldallanc preferalt konformacidibol és a
megfigyelt konformacidinak preferalt eloszlasara a legkisebb négyzetek moddszerével egy
folytonos filiggvényt illesztettiink, amibdl normalizdlds utdn az adott konformacionak a
valoszinliségi sliriségfiiggvényét kaptuk. Az egyes konformacidkhoz tartoz6 valdsziniiségi
stirliségfiiggvényeket kozvetleniil tudtuk alkalmazni az Gsszetett energiafiiggvényilinkben. Az
energiafiiggvénynek 36 kombinacidjat vizsgaltuk 717 szerkezetileg ismert pontmutacio
modellezésén keresztiil. A homologiai kényszeritd erokbdl az oldallancok diéderes szogeire
vonatkoz6 bizonyult a leghasznosabbnak (mind statisztikai megfigyelésekbdl, mind a
templatszerkezetbdl), mig a tavolsagra vonatkoz6 kényszeritd erdk inkabb rontottdk az
eredményeket. Ez nagy valdsziniiséggel annak kdszonhetd, hogy ezek tulsagosan lesziikitették

crer

eljaras a Modeller csomag részeként elérhet6 a szakmai k6zonség szamara.

3.4. Statisztikai parpotencial kifejlesztése

Rykunov D, Fiser A. Proteins (2007) 67(3) : 559-68

Az Osszes eddig ismertetett modellezd eljaras — beleértve a szekvencia-illesztést is —
felfoghat6 optimalizacids problémanak. Optimalizacio soran harom f6 tényezot kell tisztazni és
koordinatai fehérjében, vagy az aminosavak szekvencidja stb.) (2) a keresé algoritmust,
amivel feltérképezziik a rendszert (pl. koordinatak esetén molekula dinamikai szimuldci6 vagy

szekvencia-illesztés esetén dinamikus programozas), (3) €és az energiafliggvényt, amivel
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jellemezziik a rendszer éallapotait. A megfeleld energiafiiggvény kritikus eleme az
optimalizacionak, hiszen hidba van egy tokéletes keresé algoritmusunk, ha nem tudjuk a
rendszer optimalis allapotait felismerni. Munkdm egyik fontos eleme 10) energiafiiggvények
eldallitasa volt. A fehérjéket alkotd atomok nagy szama ¢€s a kolcsonhatasok komplexitasa
miatt empirikus statisztikai parpotencidlokat fejlesztettiink, mind atomi, mind aminosav
szinten. Ezen potencialok alkalmazhatdsaga szorosan Osszefligg a statisztikai megfigyelések
pontossagaval. Az Un. kvazi-kémiai megkdzelités egy gyakorta alkalmazott elméleti alap a
fehérjeszerkezet alapt parpotencidlok kifejlesztéséhez. Ez lehetdséget ad a statisztikus
mechanika elveinek alkalmazasara. A kvézi-kémiai megkdzelités feltételezi, hogy a rendszer
fiiggetlen elemekbdl all €s csak parkdlcsonhatasok mitkodnek benne. Fehérjék esetén ez egy
elfogadhaté megkozelités kontaktpotencidlokra, de erdsen sériil tavolsagfiiggd potencialoknal,
ahol a nagyobb tavolsagok akar a fehérje méretével is Osszevethetdek. Kutatdsunk soran azt
vizsgaltuk, hogy milyen eredetli és mekkora mértékii a kvazi-kémiai megkozelitéssel levezetett
statisztikai potencidlok hibaja, amikor fehérjeszerkezetekre alkalmazzuk. A statisztikai
potencialok tavolsagfiiggését randomizalt fehérjeszerli modelleken elemeztiik. Ilyen
modellekbdl levezetett potencidlok atlagos értéke nulla kell, hogy legyen minden vizsgalt
tavolsagnal. Megfigyelésiink szerint, ez a ,referencia-potencial” szisztematikusan nullatol
jelentds mértékben eltérd értékeket vesz fel. Kutatasunk sordan rdmutattunk, hogy ez a hamis
pozitiv energiatartalom két dologgal fiigg 0ssze: (1) rovid tavolsdgokon beliil a korlatozott
szamu statisztikai megfigyeléssel ¢és (2) nagyobb tavolsagokndl a fehérjék korlatozott
méretével. Megallapitottuk, hogy ezek a szisztematikus hibdk Osszefliggésbe hozhatéak a
fehérjék méretfiiggd aminosav Osszetételével és valtozd méretével. Szamitasaink szerint, 4 A-
nél rovidebb tavolsdgoknal alig 50%-a szignifikans a statisztikai megfigyeléseknek, és még
hosszabb tavolsagoknal is csak maximum 80%-a, ami dontd hatassal van az ezekbdl szamitott
energiafiiggvényekre.

Ezen megfigyeléseink alapjan modositottuk a statisztikai potencidlok referencia-
kornyezetét atlagoltak ki, mi fehérjeszeri, randomizalt modelleket hasznaltunk, amelyek
megoriztek a mintaul szolgald fehérjék osszetételét, méretét és sliriségét, de semmilyen kotési
rendet nem tartottak meg. Ezzel a referencia-allapot definicioval sikeriilt a hamis pozitiv jelet
megsziintetni a megfigyelt kolcsonhatasi statisztikdkban ¢€s javitani az ezekbdl levezetett
potencialok hatékonysagat. Ezt az Gjonnan kifejlesztett statisztikai parpotencialt hasznaltuk fel
a szekvencia-illeszt6 MMM eljarasban, hogy a fragmensek kdlcsonhatasat kiértékeljiik az adott

fehérjekornyezetben, €s ezt a potencialt hasznaltuk hasonl6 célra az ArchPred fragmens keresd
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loop modellezd programban is.

3.5. Molekulamodellez6 mddszerek gyakorlati alkalmazasai

3.5.1. Enzim specificitas tervezése

Wu, G., Fiser, A., ter Kuile, B., Sali, A. and Muller, M. (1999) Convergent evolution of Trichomonas vaginalis
lactate dehydrogenase from malate dehydrogenase. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A, 96, 6285.

A Trichomonas vaginalis genomjaban egy olyan laktat dehidrogenazt talaltunk, ami
nagyobb szekvenciahasonldésagot mutatott a sajat malat dehidrogendzahoz, mint barmilyen mas
szervezetben fellelhetd laktat dehidrogenazhoz. Filogenetikai vizsgalatok arra utaltak, hogy a
T. vaginalis laktat dehidrogendza a viszonylagos kozelmultban konvergensen evolvalodott a
malat dehidrogenazokbdl. Molekulamodellek épitésével és vizsgalataval lokalizaltuk azokat az
aminosavakat, amik az 0j enzimspecificitdsban szerepet jatszhattak. A molekulaszerkezetbdl
nyert informacioval célzott mutagenezis-vizsgalatokat végeztiink, amik sikeresen konvertaltak

a T. vaginalis laktat dehidrogenazat malatspecifikus enzimmé.

3.5.2. Enzim mechanisztikai vizsgalatok

Fiser, A. and Vertessy, B.G. (2000) Altered subunit communication in subfamilies of trimeric dUTPases.
Biochem.Biophys.Res.Commun., 279, 534.

A dUTP-4z enzimek megakadalyozzak az uracil beépiilését a DNS-be, igy ha a faj-
specifikus enzimmechanisztikus tulajdonsagait lehetne azonositani ezekben a szervezet
szamara létfontossdgii molekulakban, akkor fontos gyogyszer célpontokka valhatnak. A dUTP-
azok altalaban homotrimer szerkezetii enzimek, ahol a harom azonos aktiv centrum Ot
kiilonb6zd szekvenciamotivumbol épiil fel olymodon, hogy mindegyik aktiv centrum mind a
harom alegységb6l kap motivumokat. A humén, E. coli, D. melangosterb6l, DNS- ¢s
retrovirusokbol szekvenalt dUTP-4z molekuldk térszerkezeti modelljeiben térképeztiik fel a
konzervalt aminosav-mintazatokat. Megfigyeltilkk, hogy az evolicid sordn az alegység-
kommunikécié ezekben a homotrimer enzimekben két kiilonbozo tipusu alcsaladra valasztja
szét a fehérjéket. A magasabb rendi ¢lélényekben polaros és toltott aminosavak jatszanak
szerepet az alegységek kozotti kommunikacioban — feltehetéen az allosztérikus kontroll
dominans megjelenése miatt —, mig baktériumoknal €s virusokndl az alegységek kolcsonhato

felszinei még teljesen apoléros jellegliek.
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3.5.3. Fold verifikacio
Wu, G., McArthur, A.G., Fiser, A., Sali, A., Sogin, M.L. and Miiller, M. (2000) Mol.Biol.Evol., 17, 1156.

Hiszton molekulakat nem talaltak baktériumokban, és sok archae-ban sem.
Hisztonszerti molekuldkat viszont megfigyeltek az euryarchaeotdkban, de ezek markdnsan
kiilonboznek az eukariota hisztonoktdl. A Giardia lamblia egy mitokondrium nélkiili egysejtii
eukariota, amit filogenetikai vizsgélatok az egyik legelsd eukariota leagazasanak tekintenek és
emiatt sokdig ugy gondoltdk, hogy alapvetd tulajdonsagait a legdsibb maggal rendelkezd
sejtekbdl Orizte meg, igy példaul nem rendelkezik hisztonokkal. A Giardia lamblia frissen
szekvenalt genomjdban taldltunk négy olyan szekvenciat, amik hasonlosagot mutattak
eukariota hisztonokkal. Megépitettiik a molekulamodelljeiket a béka ismert hiszton szerkezetei
alapjan, majd energia-fliggvények szdmitasaval teszteltiikk a molekula-szerkezetek stabilitasat.
A tesztjeink soran kideriilt, hogy az energiaszamitdsok elég érzékenyek ahhoz, hogy
kiilonbséget tudjanak tenni a béka kiilonb6z6é sajat hisztonjai kozott is. Ha példaul a H2a
hiszton szekvencidjat a H2b szerkezet alapjan modelleztiik, akkor kimutathaté instabilitast
¢szleltlink. Ezutan kiszamoltuk a G. lamblia molekulaszerkezeteinek az energiastabilitasat és
azt talaltuk, hogy azok a békahoz hasonldan stabilak. Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le,
hogy a G. lamblia nem képvisel adtmeneti szervezddést az archae €és az eukariotak kozott,
hanem egy tipikus eukariota szervezddés. Tovabba, hogy a hiszton alapt kromatin szervezddés
mar megjelent a legelso eukariotaknal és csak nagyon kismértekli valtozasokon esett at az azota

eltelt idOben.

3.5.4. Gyogyszer-indukalt konformacidvaltozasok feltérképezése tubulinban

Xiao, H., Verdier-Pinard, P., Fernandez-Fuentes, N., Burd, B., Angeletti, R., Fiser, A., Horwitz, S.B. and Orr,
G.A. (2006) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103, 10166-10173.

A Taxol nevili tumorellenes gyogyszermolekula a mikrotubulinokhoz kapcsoldodva
stabilizalja azokat, korldtozza azok dinamikajat, sejthaldlt mozditva el6. A tubulin
filamentumokban Taxol hatdsara végbemend szerkezeti valtozasokat tanulményoztuk.
Hidrogén/deutérium  kicserélddéshez ~ kapcsolt ~ HPLC elektrospray  ionizacios
tomegspektrometriai kisérleteket végeztiink, mind a nativ mikrotubulinban, mind amikor Taxol
kapcsolodott hozza. A molekulamodellezési feladat az volt, hogy az alfa és béta tubulin
alegységek filamentalis negyedleges szerkezetét 1étrehozzuk ¢és a szerkezetben feltérképezziik a

dinamikai valtozasokat. A nativ protofilament alfa €s béta tubulin dimerek fej-lab kapcsolatok
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révén alakulnak ki, és alkotnak aztan tovabbi lateralis kapcsolatokat. Mig a tubulinok polimer
szerkezete csak cryo-elektromikroszkopos felvételrél ismert 8A felbontdsban, a dimer
szerkezetét sikeriilt rontgenkrisztallografiaval megoldani egy hasonld genombdl. A modellezés
részben az alegységek atomi modelljeit épitette meg, részben docking eljarassal az egész
filamentumot rekonstrualta. Ezen szerkezeti modellen vizsgaltuk a kisérletes adatokat, amik
konformdaciovaltozasra utaltak és ennek révén 1) dimer-dimer kolcsonhatdsokat sikertilt

azonositani.

3.5.5. Cirkularisan permutalt molekulaszerkezet modellezése

Barrientos, L.G., Campos-Olivas, R., Louis, J.M., Fiser, A., Sali, A. and Gronenborn, A.M. (2001) J.Biomol. NMR,
19, 289.

A Cyanovirin-N fehérjét (CV-N) cianobaktériumbol izolaltak, és megfigyelték, hogy a HIV-t
burkolo cukorfehérjékhez kapcsolodik €s ezaltal nélkiilozhetetlen biokémiai kolesonhatasokat
kozéppontjaba kertilt mint potencidlis gydgyszer analdg. Szerkezeti vizsgalatok spontan domén
kicserélodést figyeltek meg a CV-N szerkezetekben. Ennek részletesebb vizsgalatara
cirkularisan permutalt fehérjét allitottak eld. Ennek a szerkezetét nem oldottak meg, viszont
NMR segitségével 'H, °C és "N rezonancia spektrum asszignaciot hajtottak végre. Az altalunk
¢épitett modell azzal a feltételezéssel €lt, hogy a domének belsd szerkezete nem valtozott, ezért a
modellezés gyakorlatilag a modelleket 6sszekotd loop-modellezésére egyszertisodott, amit a
ModLoop eljarassal hajtottuk végre. Az ¢épitett modellbdl szamolt elméleti rezonancia
hozzarendelések kitlind egyezést mutattak a kisérletivel, aminek segitségével kimutattuk, hogy

a cirkuldrisan permutalt CN-V altaldnos szerkezete megegyezik a vad tipuséval.
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