Vilaszok a Dr. Paragi Gédbor birdlatdban feltett kérdésekre

Mindenekel6tt nagyon koszonom birdlomnak a dolgozat értékelését és a feltett kérdéseket. Az
aldbbiakban igyekszem megvélaszolni ezeket.

1. Az irodalmi dttekintés részben megemliti, hogy a PDB adatbdzisban csak néhdny atomi szintii SAH
szerkezet érhetd el. A krio technika megjelenése segithet-e a kisérleti kimutatdsban? Vdrhato-e
nagyobb mennyiségii kisérleti adat megjelenése ennek az uij technikdnak koszonhetéen?

Valéban vérhatd, hogy akdr nagyobb, RNS-tartalmi komplexek esetében sikeriil ezzel a médszerrel is
megoldani SAH motivumot tartalmazé fehérjék szerkezetét. Példdul a 2025 februdrjaban elérhetvé
tett 9GBW kodu PDB szerkezet (Zhao et al. 2025), mely az U11 snRNP komplex modellje, egy coiled
coil régié mintegy folytatdsaként tartalmaz egy nydujtott, helikdlis, latsz6lag mds molekuldval igazdn
szoros kapcsolatban nem 1év6 magédnyos alfa-hélixet a Programmed cell death protein 7 nevi
fehérjében. Ez a fehérje az egész komplexet hosszdban &atéri. A magédnyos helikdlis régiét az
FT_CHARGE algoritmusunk felismeri, bar ehhez az sziikséges, hogy ne a legszigoribb paraméterezést
haszndljuk, hanem azt a bedllitast, ami a CAF1 fehérje SAH szakaszit is képes detektdlni. Ez a példa is
ravilagit arra, hogy a nagyon szigoru beallitasok miatt feltehet6leg némileg alulbecsiiltiik a SAH régiok
el6forduldsat, mdsrészt arra, hogy feltehetSleg nincsen nagyon éles hatir az egyes fehérjékben

el6forduld, kiilonb6z6 nagy stabilitasu helikalis szerkezetek kozott.

A szubsztrdatkotott Ull snRNP krio-elektronmikroszkopidval meghatdrozott modellje (PDB kod:
9GBW). A Programmed cell death protein 7 fehérjét vilagoskék szalagos reprezentdcioval emeltem ki,
ezen beliil az FT_CHARGE diltal felismert SAH régiot sotétkék szinnel jeloltem. A komplex tobbi
komponense esetében a molekulafelszint abrdzoltam, az egyes komponensek esetében mds-mds szinnel.



2. A SAH szerkezet vizsgdlatdra vonatkozo eredmények kozott emliti, hogy az Asp és Glu aminosavak
esetén (tehdt a negativ toltésii esetekben) ismert egyfajta preferencia a Glu javdra. A pozitiv toltési
aminosavak esetében (Arg, Lys) ismer-e ehhez hasonlo preferencidt? Ezt azért is kérdezem, mert
mintha a 4.1-es dbra és 4.2-es tdbldzat alapjdn az Arg gyakrabban fordulna el6 a SAH régiokban.

A glutamat aminosavakra vonatkoz6 preferencia valdban viszonylag egyszerlien magyardzhaté a
magasabb hélixképzd hajlam segitségével, ami mar a Chou-Fasman paraméterekben is tiikrozédik. Az
Arg/Lys eloszlds kapcsan vannak olyan megfigyelések, miszerint a magasabb Arg gyakorisdg nagyobb
stabilitast biztosit a SAH régioknak (Wolny et al. 2017). Magunk is azt gondoljuk, hogy az Arg/Lys
ardny, illetve a toltésmintdzat szabdlyossdgdnak eltérései hozzdjarulhatnak a SAH szakaszok
valtozatossdgdhoz. Az arginin aminosavak kapcsan, els6sorban a kromatin-osszeszereld fehérjék SAH
szakaszdnak djonnan leirt DNS-ko6t6 funkcidjanak tiikrében a nukleinsavakkal valé kodlcsonhatdshoz
val6 hozzdjarulés is felmeriil.

3. A PSPCI/NONO komplex vizsgdlata sordn biztosan, de igazdbdl azt megeldzoen is emlitette a SAH
szakaszok kotegképzodési tulajdonsdgdt. Ezt fel lehet fogni egy tdvolsdg tarto, poziciondlo
szerepkornek, de akdr szerkezetmerevitési feladatnak is. Az elobbi feladatot tekintve, lehet-e a + és —
toltésii szakaszokra gy tekinteni, hogy az egymds melletti kotegekben, mint valamiféle egymdssal
komplementerben dllo ,,fogasléc” fogai funkciondlnak ezek a toltott szakaszok? A mdsodik szerepkor
kapcsdn pedig az lenne a kérdésem, hogy egy SAH régio onmagdban mennyire merev szerkezet? Vagy
a 4.2-es dbra alapjin inkdbb a kotegképzodés segiti az dbrdn ldthaté nyujtott konformdcio
stabilitdsanak fenntartdsat?

A SAH szakaszok 0sszerendezddésének gondolata elsGsorban abbdl a megfigyelésbdl fakad, hogy tobb
esetben is coiled coil szakaszok mellett, mintegy azok folytatdsaként detektalhatoak. A miozin X és VI
mellett valoban a paraspeckle szerkezeti modellje mutat erre példat. Az ilyen jellegii folytonossag és az
ezzel vélhetéen szoros kapcsolatban 1évé evolicids Osszefiiggések, valamint a SAH szakaszokra
jellemz6, azokat coiled coil szakaszoknak becsld eredmények miatt meriilt fel, hogy bizonyos
esetekben gyenge coiled coil képz6 hajlammal is rendelkezhetnek. A coiled coil szerkezetek esetében
fontosak a kis méreti hidroféb oldallancok altal kialakitott kolcsonhatasok, a SAH szerkezetek
esetében viszont valéban az ionos kolcsonhatdsok dominancidjat lehet feltételezni, a coiled coil
szerkezetek analdgidjara talan nem is leginkabb a hélixek egymads felé néz6 felszinén (,,hidrofil varrat™),
hanem a szuperhélix tengelyéhez képest mintegy érintSlegesen elhelyezkedé aminosavak kozott (vo. a
coiled coil szerkezetek e és g pozicidival). A SAH szakaszok fazisszepardcidban betdltott szerepe
kapcsan is ez az elképzelés, azzal a tovabbgondoldssal, hogy a kdlcsonhatdsi mintdzat a hélixek kozott
tobbféle mddon is kialakulhat, mintegy egy toltéseken alapulé multivalens komplexet 1étrehozva, ahol
az egyes hélixek kiilonb6z6 mdédokon is kolcsonhatdsba 1éphetnek egymadssal ugy, hogy az ellentétes
toltési szakaszok egymads mellé keriilnek.

A SAH régiok onmagéban is stabil, nagyrészt egyenes szerkezetet vesznek fel, erre leginkdbb
egyértelml modon kisszogl rontgenszords (SAXS) eredmények utalnak (pl. Sivaramakrishnan et al.
2009, Batchelor et al. 2019, illetve sajt, publikalads alatt 1év6 eredményeink). Ezek alapjan a SAH
szakaszokban a hélix megtorése el6fordul ugyan, a szerkezet Osszességében azonban nytjtott. Mas



helikalis modelleken kapott eredményekkel (Zagrovic et al. 2005) Osszevetve a SAH szakaszok
esetében az egyenes helikalis szerkezet megtorése ritkdbb, és ez a jelleg meg is fogalmazddott az
irodalomban mint a SAH szakaszok megkiilonboztetd vondsa (Sivaramakrishnan et al. 2008). Az
egyenes helikdlis jelleget tdmasztja ald a miozin VI 1épéshossza is, amely jol értelmezhetd a benne
taldlhat6 SAH régid hossza alapjan (Spudich et al. 2010).

4. A dolgozat végén, a diszkussziondl elemzi a SAH szerkezet rugalmas/merev voltdt, ott is emlit egy
erokar jellegii szerepet vele kapcsolatban. Tobbek kozott ezt a szerepet is befolydsolja a SAH hélix
mérete, aminek nyilvdn van egy optimdlis hossza. Milyen elméleti meggondoldsokat ismer a hélix
szerkezet optimdlis hosszdra vonatkozoan?

Az ismert, kisérleti adatok alapjan meghatirozott vagy modellezett természetes SAH szerkezetek
hossza nagyjabdl 60 és 110 aminosav kozé esik, és ebbe a tartomédnyba esnek egyes szisztematikus
elemzések sordn vizsgalt SAH modellszekvencidk is (Wolny et al. 2017). Véleményem szerint SAH
szerkezetnek leginkabb minimalis hosszat lehet megadni, a sziikséges helikdlis fordulatok alapjan, ami
a kialakul6 i-i+4 hidrogénkotések és a toltésmintizat alapjan lehet becsiilhetd, illetve szisztematikus
molekuladinamikai szimulédcidkkal lehet feltérképezhet5. A motivum hosszara felsd korldtot abban az
értelemben nem lehet adni, hogy az ismétl6dd toltésmintdzati szekvencia elméletben barmeddig
ismétlddhet, a — koOzismerten alacsony megbizhatosagu — UniParc adatbazisban talaltunk 10000
aminosavndl is hosszabb ilyen szakaszokat.

Markus J. Buehler kutatécsoportja behatéan foglalkozott alfa-helikdlis szakaszok mechanikai
stabilitdsanak elméleti jellemzésével, mind atomi szintli, mind alacsony felbontdsi modelleken végzett
szimuldciok segitségével. Megkozelitésiikben 1ényeges szerepet jatszik a Bell modell, amellyel
els6sorban a helikdlis szerkezet hizé erSkkel szembeni ellendlldsit értelmezik a hidrogénkotések
stabilitdsdnak tiikrében. Az alacsony felbontdsd, mesoscale modelljiikkel (melyben egy ,,monomer” a
hélix egy teljes fordulatdnak, igy 3,6 aminosavnak felel meg) kapott egyik legérdekesebb eredmény,
hogy a hélix ellendlldsa annak hosszdval csokken, majd a 200-550 A (kb. 133-366 aminosav)
hossztartomany utdn egy alland6 értékre (~180 pN) all be a hossztdl fiiggetleniil. A szerzSk szerint az
ellenallas csokkenését a hosszabb szerkezetekben taldlhatd tobb hidrogénkotés egyedi megtorési
valészintiségeinek Osszeaddddsa okozhatja. Az aszimptotikus viselkedés magyardzatira a deformaciok
kisimulésat feltételezik a sok interakcidét tartalmazé rendszerekben (Bertaud et al. 2010). Megjegyzem,
hogy a SAH szakaszok stabilitdsa az atlagos hélixekénél nagyobb, igy a fentebb leirt folyamatok még
hosszabb strukturdk esetében jelentkezhetnek.

A hosszu alfa-hélixek esetében a fentebb targyalt letekeredésen kiviil megjelenik a szerkezet
hajlité erdkkel szembeni ellendlldsanak kérdése is. Buehler és munkatdrsai ezt is modellezték a
vimentin fehérje egy 52 aminosav hosszi hélixének esetére (Ackbarrow & Buehler, 2007), de
els6sorban a megfeleld coiled coil szerkezettel valo Osszevetéshez, és nem irtak le ennek kapcsdn a
hosszra vonatkoz6 4ltaldnos kovetkeztetéseket. Ugyanakkor az ilyenfajta deformécidval szembeni
korlatozott ellendllas vérhatéan limitdlja a nagyon hosszu helikdlis szerkezetek stabilitdsit a teljes
hosszuk mentén.



5. A de novo vizsgdlatokra vonatkozo eredmények egy részét a 4.6-os dbra foglalja ossze. A bal oldali
oszlopot tekintve, logikusnak tiinik a legfelsd dbrdn ldthato sorrend (Z < K < L) megforduldsa az also
két dbrdn, hiszen minél nagyobb a rendezetlen aminosavak ardnya egy szakaszon, anndl kisebb lehet
azon a szakaszon egy rendezettebb transzmembrdn vagy aggregdlodo aminosav ardnya. A kérdés itt a
humdn proteom fehérjéire vonatkozo gorbe értelmezése: Miként lehet, hogy noha a felsé dbrdn az
ismert 40%-60%-os GC ardnynak megfelelé humdn gorbe a lila és zold gorbe kozott helyezkedik el,
addig a kozépsd grafikonon az elején messze felette van a tobbi gorbének? Azaz ott nem a 40%-60%-os

esetnek felel meg a viselkedése. Lehet-e ez pusztdn az alkalmazott normdlds kovetkezménye?

A véletlenszer(i szekvencidkra és a valés emberi fehérjékre vonatkozé gorbék lefutdsanak a kérdésben
leirt kiilonbsége els6sorban két tényez&bdl adodik: az egyik, hogy a valddi fehérjék szekvencidja nem
véletlenszer(i, hanem a szelekcids tényezOk miatt ettdl eltér, még igen hasonlé aminosavgyakorisidg
mellett is (Carugo 2013; Eitner 2010). A mésik ok az, hogy itt a teljes humén proteommal dolgoztunk,
ami szdmos redundéns szekvencidt tartalmaz. A redundanciamentesités elmaraddsdnak oka itt az, hogy
az egyes jellegek dltal meghatdrozott paramétertér kiterjedésére voltunk elsésorban kivancsiak. A
transzmembran régiok humdan fehérjékben vald felddsuldsdhoz feltehet6leg mindkét  aspektus
hozzdjarul, hiszen az ilyen szakaszoknak az aminosav-Osszetétele mellett a hossza is jellegzetes
korlatok kozé esik (ez a véletlen szekvencidkban azonositott ilyen szakaszok szamat korlatozza pl. a
rendezetlenekéhez képest még jobban). Evolicidésan rokon transzmembrdn fehérjék az extra- és
intracellularis szakaszaikban nagyobb variabilitdst mutatnak, mint a TM régidkban (pl. a GPCR
csaladban; Strotmann et al. 2011), ez pedig a redundanciét befolydsolja.

A human genom kodol6 régidinak GC-tartalma tipikusan magasabb, mint a teljes genomra
jellemzd ~41% (mRNS szekvencidkon vizsgdlva a kiilonbség mintegy 8%; Piovesan et al. 2019), ennek
fényében a diagramokon leginkdbb az alacsony GC-tartalmi véletlen szekvencidkéndl alacsonyabb
aggregacios hajlam megjelenése lehet emlitésre méltd. Az aggregéicids hajlam ugyanakkor feltehetSleg
az evolucid sordn gondosan szelektdlt jellemzd (de Groot et al. 2012), ami szintén befolydsolja az
eloszlast.

6. A sokasdgi szerkezetet elddllito részre vonatkozoan, amikor modositjdk a sokasdgot alkoto egyes
konformerek silyfaktordt pl. a BME eljdrdssal, vizsgdltdk-e, hogy az miként befolydsolta az energetikai
viszonyokat? Azaz, menyire szolt bele példdul a Boltzmann eloszldsba? Ezt azért is gondolom fontos
kérdésnek, mert a kisérleti paramétereknek valé jobb megfelelés kényszere azt feltételezné, hogy az
energetikai viszonyoknak nem volna szabad romlaniuk, azaz a mélyebb energids konformerek siilya a
Boltzmann eloszldasnak megfelelden kellene, hogy alakuljon a sokasdgban.

A konkrét munka sordn mi nem hasznéltuk a BME eljarast, csak annak tdmogatdsat épitettiik be a
CoNSEnsX* webszerverbe. A kérdésben felvetett elméleti kérdés a szerkezeti sokasdgok teriiletének
egyik legfontosabb problémadja, nevezetesen, hogy mennyire jOl reprezentdlja a sokasig a valds
energetikai és igy populdciés viszonyokat. A BME eljards egy adott, pl. molekulamechanikai
modszerrel kapott sokasdgot a kisérleti adatoknak valé megfelelés érdekében ujrastilyoz oly médon,
hogy az eredeti sokasdg altal reprezentalt eloszldst csak a sziikséges minimalis mértékben véltoztassa
meg. Ennek a megkozelitésnek az alapfeltevése, hogy az eredeti konformersokasdg el6allitasdhoz



hasznalt médszer alapvetden mar dnmagdban is nagyon jol becsli az egyes szerkezetek energidit, és
megfeleld a konformdcids tér mintavételezése is. Ezen feltételezések jogossdgat azonban nem minden
esetben konnyt(i igazolni, sokszor éppen a mért paramétereknek valé megfelelés josdgaval lehet egyes
esetekben becsiilni. Az dltalunk haszndlt szelekcidés megkozelités, bar felfoghat6 a silyozds szélsGséges
esetének (a kivalasztott konformerek 1, a tobbiek 0 sullyal szerepelnek a végsd sokasdgban) alapvetéen
nem tesz ilyen feltételezést, hanem kozelebb dll a hagyomanyos NMR-szerkezetszdmolds
megfontoldsaihoz, azaz az egyes konformerekt6l csak azok geometriailag redlis mivoltat varja el, a
bejart konformdcids teret pedig a kisérleti paraméterek segitségével hatdrolja be. A CoNSEnsX*
szerverbe implementdlt szelekciés megkozelités elve, hogy az adott sokasdgbdl a lehetd legkisebb
tagszdmu olyan alsokasdgot vélassza ki, amely a kisérleti adatokat minél jobban tiikr6zi, mintegy
Occam borotvdjanak elvét kovetve €s reményeink szerint elkeriilve a tdlillesztés vesz€lyét, kiilondsen a
diverz, nagy tagszdmu sokasagok esetében.

7. A szerinprotedz-inhibitorok vizsgdlata igen érdekes kérdést vet fel az olvaséban. A 4.10-es dbra
mintha azt sugalland, hogy a ligandum kotodése nem egy dinamikus folyamat, melyben a target és az
inhibitor fokozatosan, egymdst modositva hozzdk létre a kotési geometridt, hanem az oldatban
szabadon mozgo ligandum onmaga felveszi idonként a kotési geometridt, és ezt mintegy , kivdlasztia” a
target fehérje. Ertelmezhetd-e igy a kotési folyamat az eredmények alapjdn?

A kanonikus szerinprotedz-inhibitorok esete az ezen molekuldkra eldszeretettel alkalmazott, a
kotShurok merevségét hangsilyozé modellek miatt érdekes. A mi eredményeink szerint a két6hurok
nem merev, hanem a gyors iddskéldn jellegzetes dinamikdt mutat. Az eredményeink alapjidn a gyors
dinamika daltal meghatdrozott konformiciés tér magdban foglalja a kotott forméara jellemzd
szerkezeteket. A gyors (ps-ns) dinamika sordn bekovetkezd konforméciés valtozdsok azonban
gyorsabbak, mint a kotés becsiilt id6skaldja, ezért nem jelentenek sebességmeghatirozo tényezét. Ez a
kép, ahogyan a birdlo is rdmutat, kétségkiviil leegyszerisitett, legnagyobb limiticidja, hogy a kotott
allapot jellemzése rontgendiffrakcidval meghatdrozott egyedi konformerek segitségével tortént. A
valésdgban igen fontos, hogy mindkét partner rendelkezik belsé dinamikaval, és a kolcsonhatds sordn
minden val6szinliség szerint mindkét partner dinamikdja megvéltozik. Az altalam tanulmanyozotthoz
hasonlé enzim-inhibitor rendszereken célzottan ennek vizsgélatira végzett molekuladinamikai
szimuldciok egyértelmiien utalnak erre. A dinamika megvéltozdsa nem egységesen érinti a molekuldk
egyes régioit, van, ahol nd, és van, ahol csokken a flexibilitds a modellekben (Griinberg et al. 2006).

A dolgozatban nem targyalt egyik kordbbi munkdnkban megvizsgaltuk a kotott allapotd SGCI
viselkedését is NMR-spektroszkopidval, és azt taldltuk, hogy az igen szoros kotés sordn az inhibitor
esetében gyakorlatilag minden aminosav amid NH csoportjdnak kémiai eltoldddsa megvéltozik
(Gaspari et al. 2006). Mivel az enzimkotott allapotrdl rendelkezésiinkre allo szerkezeti adatok nem
utalnak nagyobb 1éptékii szerkezetvaltozasra, a kotéfelszint6l térben tdvolabb esé aminosavak esetében
az egyik lehetséges magyardzat a lokélis dinamika megvaltozdsa, dtrendezddése a kdlcsonhatds sordn.

Osszességében az enzim-inhibitor kotés soran modelliink szerint valéban zsugorodik az
inhibitor k6t6hurok régidja altal bejart konformacids tér, emellett azonban bizonyosan egyéb dinamikai
valtozasok is szerepet jatszanak a komplex kialakuldsédban és a kolcsonhatdsok finomhangoldsaban.



8. A 4.12-es dbra felsé sordban szerepld dbrdn a 2MM3 kéddal azonositott pontok erdsen elkiiloniilnek
a tobbi szerkezettol. Van-e valami magyardzata ennek a specidlis elhelyezkedésnek. Lehetséges-e, hogy
ez pont egy példa arra, hogy bizonyos kisérleti értékek olyan esetekhez tartoznak, ami a valosdagban
nem nagyon fordul elo, inkdbb valamiféle dtlagszerkezettel lehet azonositani?

A f6komponens-elemzés 4ltal kiemelt konformécids kiilonbség a 2MM3 szerkezet €s a dinamikus
sokasdgok kozott a konkrét esetben viszonylag kicsi, a dolgozat 4.12 &dbrajanak is megfelelGen
elsésorban az 1-es f6komponens 4ltal is leirt mozgasokban leginkabb érintett régidk pl. az E/F és G/H
hurkok szerkezete tér el valamennyire, és vesz fel valéban ,koztes” helyzetet a szabad és a kotott
formara vonatkozé dinamikus sokasigokhoz képest. Tapasztalataink szerint a molekuladinamikai
szamitasokbdl kapott szerkezetek tipikusan nagyobb konformécids teret jarnak be, mint a hagyomanyos
médon meghatdrozott szerkezeti modellek, és ez igaz a megkotéseket alkalmazé sokasdg-alapu
szimuldciok esetében is. Masként megfogalmazva, a kisérleti szerkezetek sokszor kompaktabbak, mint
amiket a szimulaciokbol kapunk, ennek feltehetéen tobbféle mddszertani oka is van, NMR-szerkezetek
esetében leginkdbb az, hogy a hagyoményos szerkezetszdmolds sordn olyan konformécidk el6allitdsara
toreksziink, melyek az Osszes tdvolsag jellegli kényszerfeltételt egyidejtileg elégitik ki, és egymashoz is
igen hasonléak. A konkrét esetben az is szerepet jitszhat, hogy a tdvolsdg jellegli kényszerfeltételek
kezelése nem tokéletesen egyforma egy (X-PLOR programmal végzett) ,hagyoményos”
szerkezetszdmolas, ill. az altalam futtatott sokasdgalapi dinamika sordn, és az alkalmazott erdtér sem
ugyanaz. Mindezek alapjan ha elfogadjuk, hogy a dinamikus sokasdg valamivel jobban modellezi a
molekula 4ltal bejart konformécids teret, mint a hagyomédnyos szerkezetszamolds (amit a tobbféle
NMR-paraméternek val jobb megfelelés miatt alapvetSen varunk), akkor jelen esetben az utébbival
kapott szerkezetek valoban kisebb valdszintiséggel lehetnek jelen, a komplexalt forma daltal bejart
konformécids tér hatardnak kozelében lehetnek.

9. Az epesav kotése kapcsan megjegyzi, hogy a kétféle epesav a szdmitdsok szerint elég egyértelmii
sorrendben kotodhet a fehérjébe. Torténtek-e kisérleti igazoldsok ennek ellenorzésre?

Nincs tudomdsom olyan kisérletrl, amely konkrétan ennek a kérdésnek a megvélaszoldsat tlizte volna
ki célul. Amire van adat, az az, hogy bar az 4ltalunk is vizsgélt két epesav mindegyike képes mindkét
kotShelyre bekotni, amennyiben egyszerre vannak jelen, jol meghatdrozott kotShelypreferencidval
kotnek be a hordo belsejébe (Tochtrop et al. 2004). Az is ismert, hogy két glikokolsav (GCA) molekula
egymdas utdni bekotése kooperativ (Tochtrop et al. 2002). Ezek az eredmények nyilvdn nem
szolgaltatnak ra bizonyitékot, de jOl Osszeegyeztethetéek az éltalunk dokkolassal kapott GCA, GCDA
bekotési sorrenddel.

Eziton is még egyszer koszondm Gabornak a dolgozat birdlatat és a kapcsolodo kérdéseket, bizom
benne, hogy sikeriilt ezek kapcsdn érdemi valaszokat adnom.

Kerepes, 2025. 02. 13.

Gaéspaéri Zoltan
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