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Biraloi vélemény
Gaspari Zoltan
»Fibrillaris és globularis fehérjeszerkezeti elemek belsé dinamikajanak vizsgalata
integralt szerkezeti bioinformatikai modszerekkel”
cimt MTA doktori értekezésérdl

Gaspari Zoltan értekezése a jelolt kozel 20 éves kutatomunkajat foglalja 6ssze a fehérjeszerkezetek
témakdrére vonatkozoan. Azt, hogy mennyire iddszeri és aktualis teriiletrél van szo, igen latvanyosan
mutatja a 2024-es fizikai és kémiai Nobel-dij, hiszen mindketté szorosan kapcsolodik a szerkezeti
biologiai ismeretek robbanasszer( fejlodéséhez. Ezen a teriileten ért el kiemelkedd eredményt a jelolt,
melyet a dolgozat alapjaul szolgaldo Gsszesen 20 magaspresztizsii lapban megjelent kézlemény, a
témakorben sziiletett 5 PhD disszertacid tovabba szamos TDK, Bsc és Msc dolgozat elkésziilte is jelez.
Mindezek figyelembevételével batran kijelenthetd, hogy egy mar eddig is sikeres kutatoi palya és egy
iskolateremtd munkassag eredményeit tekinti at a dolgozat.

A dolgozat alapjan megfogalmazott tézisek 3 f6 témakort 6lelnek fel. Az elsé témakdrben a jelolt
maganyos o-hélix motivumok (a tovdbbiakban az angol elnevezés alapjan: SAH) szerkezeti
sajatossagaira vonatkozo szimulacids vizsgalatok eredményit gyijtotte egybe. A masodik témakor a
jelolt, de novo tipusu fehérjekeletkezéssel kapcsolatos elméleti vizsgalatdnak eredményeit foglalja
Ossze. Végill a harmadik témakor fokuszaban a fehérjék dinamikai karakterével kapcsolatos
modszerfejlesztés all. Ennek soran olyan szamitogépes konformacios sokasagot sikeriilt eldallitania
kutatocsoportjaval a jeldltnek, mely sokasag segitségével szamolt értékek kozelebb voltak a
kisérletekbdl szarmazo eredményekhez, mintha azokat pusztan egy konformacié alkalmazasaval
hatarozta volna meg.

Fontosnak gondolom megjegyezni, hogy az emlitett 20 publikacio esetében a jelolt 18 esetben
meghatarozé szerzd, igy nem lehet kétséges, hogy ezen eredmények megsziiletéséhez alapvetd
mértékben jarult hozza Gaspari Zoltan.

Az értekezés uj tudomanyos eredményeit az alabbiakban foglalom 6ssze.

1. A jelolt kidolgozta a fehérjék SAH szakaszainak detektalasara alkalmas FT Charge eljarast,
analizisén alapul. A hamisan pozitiv SAH régionak talalt szakaszok kisziirésére sikeresen
kombinalta sajat moédszerét a SCAN4CSAH modszerrel, és alakitott ki végiil egy konszenzusos
modellt.

2. Az eldz6 pontban kifejlesztett modszer segitségével megmutatta, hogy az emberi proteomban a
SAH régiok kiilondsen gyakran fordulnak eld RNS koté funkcioval bird fehérjékben. Ezen
elméleti eredménybdl kiindulva megépitette a PSPC1/NONO fehérje komplex modelljét és
vizsgalta szerkezeti tulajdonsagait a modell alapjan.

3. Megmutatta, hogy a fehérje-fazisszeparacid esetén, az utobbi idoben kimutatott gyakori
fehérje:RNS komplexben a SAH régiokra is jellemz6 nagy toltésslrliségli szakaszok és a
fazisszeparacido kapcsolata leginkabb ugy jellemezhetd, hogy nagy toltéssiiriiség szakaszok
hianyaban ritkdbban mutathato ki fehérje-fazisszeparacio.

4. Kimutatta a sajat eljaras alapjan SAH régionak jelzett szakaszok, illetve mas programok altal
coiled-coil vagy funkciondlisan rendezetlen szerkezetlinek prediktalt szakaszok gyakori
atfedését. Megmutatta, hogy az egyarant coiled-coil szerkezetetlinek ¢és funkciondlisan
rendezetlen szakasznak felismert régiok nem alkalmasak SAH régié elbrejelzésére, ahhoz
mindenképp sziikség van valamilyen specialis, példaul a jelolt altal kidolgozott eljarasra. Tovabbi
keresztspecifikacios vizsgalatok soran azt talalta, hogy a szerkezeti keresztspecifikacid nagyban
fliggott a vizsgalt proteomtol.
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5. De novo fehérjekeletkezés kapcsan megallapitotta, hogy az 01j fehérje aggregacios hajlama erésen
fligg az 6t kddold DNS-szakasz GC tartalmatol. Kimutatta, hogy a szokasos GC tartam mellett
(40%-60%) a rendezetlenség a dominans karakter. Evolucios szemszogbo6l vizsgalva azt talalta,
hogy a korai kddok egyike sem képes a mai 20 aminosavas rendszer altal szolgaltatott szerkezeti
valtozatossagra.

6. Eljarast dolgozott ki funkcionalisan rendezetlen fehérjék és szakaszok esetében a kisérleti
eredményeknek minél jobban megfeleld konformacids sokasdg generdlasara. Ehhez a
legvalosziniibb gerinckonformacidkat mintavételezte a szomszédsagfiiggd Ramachandran-
eloszlasok felhasznalasaval, illetve a felhasznal¢6 altal megadott kényszerek figyelembevételével.

7. Sikeresen alkalmazta az eldzéekben emlitett sokasdg generalo eljarast tobb fehérje esetében,
Ennek keretében:

o megmutatta, hogy a klasszikus kulcs-zar miikodés ellenére a szerinproteaz inhibitorok
egyaltalan nem merev ligandumok, azonban az oldatban bejart konformacios térben
megtalalhaté a komplexben felvett geometria. Mivel az inhibitor belsé mozgasa
gyorsabb iddskalaju, mint az asszociacios folyamat, ezaltal a ligandum konforméacios
atmenete nem lehet a sebességmeghatarozé 1€pés.

o parvulin tipust peptidil-prolil izomeraz enzimek esetében a nyitott/zart atmenetre
vonatkozoan javasolt egy altalanos mechanizmust, amit két faktor befolyésolhat:
bizonyos WW domén megléte/nem-Iéte és/vagy két konzervalt hisztidin protonaltsaga.

o az emberi epesavkotd fehérje apo és holo formaja kozti atmenetet vizsgalta, és
ramutatott az epesav bekotddése szempontjabol alapvetd fontossagu két fehérje-target
mozgasformara.

o a PSD-95 fehérje PDZ doménjeinek sokasagi dinamikai vizsgalataval megmutatta,
miként valtoznak a felszini loop-régiok a ligandum kotddésének hatasara, ami végiil a
domének kozotti mozgasok ¢és kapcsolatok értelmezése szempontjabol fontos
informacid.

o a miozin VI SAH régidjara a kémiai eltolodas, skalaris- és maradvany dipolaris
csatolasi kisérleti adatok felhasznalasaval generalt konformacidos sokasagot.
Megmutatta, hogy a teljes régio helicitdsa nem teljesen egyenletes, szamos megtorés
talalhato benne. A fel nem hasznalt kisérleti S értékeket visszaszamolta a sokasagi
modellbdl, és jo korrelaciot kapott a szamolt és mért értékek kozott, illetve
magyarazatott adott a szamolt S* paraméterek szisztematikus alul becslésére.

Kiilon fontosnak tartom megjegyezni, hogy a tézispontoknak az eljarasok implementécidjara
vonatkoz6 allitasait is elfogadom 0j eredménynek, hiszen aki foglalkozott ilyen jellegii fejlesztéssel, az
pontosan tudja a sulyat annak, hogy milyen teljesitmény van egy miikddd implementacio elkészitésében
vagy egy széles korben elérhetd webszerver elinditasaban. Kiilondsen igaz ez, amikor egy mar létez6
nagyobb programcsomag részeként teszi ezt meg valaki, ahol nem elég pusztan a tudomanyos
problémat atlatni, hanem el kell mélyedni az adott programcsomag sokszor tobb évtizedes fejlesztése
mogott allo filozofiaban is. A jelolt dolgozatabdl pontosan kitlinik, hogy munkassidga ebbdl a
szempontbdl is figyelemre mélto.

Mindezen tények mellett a disszertacio olvasasa soran tobb kérdés és megjegyzés is felmeriilt a
biraloban, amit a kovetkezd pontokban foglalnék ossze:

1. Az irodalmi attekintés részben megemliti, hogy a PDB adatbazisban csak néhany atomi szinti
SAH szerkezet érhet el. A krio technika megjelenése segithet-e¢ a kisérleti kimutatasban?
Varhaté-e nagyobb mennyiségli kisérleti adat megjelenése ennek az 1j technikanak
kdszonhetden?
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2. A SAH szerkezet vizsgalatara vonatkozo eredmények kozott emliti, hogy az Asp és Glu
aminosavak esetén (tehat a negativ toltésl esetekben) ismert egyfajta preferencia a Glu javara. A
pozitiv toltésti aminosavak esetében (Arg, Lys) ismer-e ehhez hasonl6 preferenciat? Ezt azért is
kérdezem, mert mintha a 4.1-es abra és 4.2-es tablazat alapjan az Arg gyakrabban fordulna el a
SAH régidkban.

3. A PSPCI/NONO komplex vizsgalata soran biztosan, de igazadbdl azt megel6zden is emlitette a
SAH szakaszok kotegképzddési tulajdonsagat. Ezt fel lehet fogni egy tavolsag tartd, pozicionalo
szerepkdrnek, de akar szerkezetmerevitési feladatnak is. Az elobbi feladatot tekintve, lehet-e a +
és — toltést szakaszokra ugy tekinteni, hogy az egymas melletti kétegekben, mint valamiféle
egymassal komplementerben allo ,,fogasléc” fogai funkcionalnak ezek a toltott szakaszok? A
masodik szerepkor kapcsan pedig az lenne a kérdésem, hogy egy SAH régié 6nmagaban
mennyire merev szerkezet? Vagy a 4.2-es abra alapjan inkabb a kdtegképzddés segiti az dbran
lathato nyujtott konforméacié stabilitdsanak fenntartasat?

4. A dolgozat végén, a diszkusszional elemzi a SAH szerkezet rugalmas/merev voltat, ott is emlit
egy erokar jellegli szerepet vele kapcsolatban. Tobbek kozott ezt a szerepet is befolyasoljaa SAH
hélix mérete, aminek nyilvan van egy optimalis hossza. Milyen elméleti meggondolasokat ismer
a hélix szerkezet optimalis hosszara vonatkozoan?

5. A de novo vizsgalatokra vonatkoz6 eredmények egy részét a 4.6-os abra foglalja 6ssze. A bal
oldali oszlopot tekintve, logikusnak tiinik a legfelsd abran lathatdo sorrend (Z < K < L)
megforduldsa az alsé két abran, hiszen minél nagyobb a rendezetlen aminosavak aranya egy
szakaszon, annal kisebb lehet azon a szakaszon egy rendezettebb transzmembran vagy
aggregalodd aminosav aranya. A kérdés itt a human proteom fehérjéire vonatkozd gorbe
értelmezése: Miként lehet, hogy noha a felsé abran az ismert 40%-60%-0s GC aranynak
megfeleld human gorbe a lila és zold gorbe kozott helyezkedik el, addig a kozépsé grafikonon
az elején messze felette van a tobbi gdrbének? Azaz ott nem a 40%-60%-o0s esetnek felel meg a
viselkedése. Lehet-e ez pusztan az alkalmazott normalas kovetkezménye?

6. A sokasagi szerkezetet el6allito részre vonatkozodan, amikor modositjak a sokasagot alkotd egyes
konformerek sulyfaktorat pl. a BME eljarassal, vizsgaltak-e, hogy az miként befolyasolta az
energetikai viszonyokat? Azaz, menyire szolt bele példaul a Boltzmann eloszlasba? Ezt azért is
gondolom fontos kérdésnek, mert a kisérleti paramétereknek vald jobb megfelelés kényszere azt
feltételezné, hogy az energetikai viszonyoknak nem volna szabad romlaniuk, azaz a mélyebb
energids konformerek sulya a Boltzmann eloszlasnak megfeleléen kellene, hogy alakuljon a
sokasagban.

7. A szerinproteaz-inhibitorok vizsgalata igen érdekes kérdést vet fel az olvasoban. A 4.10-es bra
mintha azt sugalland, hogy a ligandum kotédése nem egy dinamikus folyamat, melyben a target
¢s az inhibitor fokozatosan, egymast modositva hozzak létre a kotési geometriat, hanem az
oldatban szabadon mozgd ligandum dnmaga felveszi idénként a kotési geometriat, €s ezt mintegy
,kivélasztja” a target fehérje. Ertelmezheté-e igy a kotési folyamat az eredmények alapjan?

8. A 4.12-es abra felsd soraban szereplé abran a 2MM3 koddal azonositott pontok erésen
elkiiloniilnek a tobbi szerkezettdl. Van-e valami magyarazata ennek a specialis elhelyezkedésnek.
Lehetséges-e, hogy ez pont egy példa arra, hogy bizonyos kisérleti értékek olyan esetekhez
tartoznak, ami a valdsdgban nem nagyon fordul eld, inkabb valamiféle atlagszerkezettel lehet
azonositani?

9. Az epesav kotése kapcsan megjegyzi, hogy a kétféle epesav a szamitasok szerint elég egyértelmi
sorrendben kotddhet a fehérjébe. Torténtek-e kisérleti igazolasok ennek ellenérzésre?
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Figyelembe véve mindazon eredményeket, amit a jelolt a PhD fokozat megszerzése ota elért és az
értekezés alapjaul szolgald cikkekben kozolt, elmondhatd, hogy a dolgozat egy tudomanyosan tébb
szempontbdl is gazdag, folyamatos, kitarté kutatdmunka eredményeit foglalja 6ssze.

Pécs, 2025-01-11

| / |
Dr. Pa ragi Gabor
....... egyetemi docens
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